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Résumé 
L'entérite nécrotique est une maladie de la volaille causant de sévères pertes 
économiques à travers le monde. Elle est causée par une surcroissance de Clostridium 
perfringens dans l'intestin des oiseaux atteints. En Amérique du Nord, cette maladie est 
contrôlée par des antibiotiques utilisés comme promoteurs de croissance, notamment la 
bacitracine. Des cas de résistance à la bacitracine ont été rapportés dans la littérature, mais 
aucun mécanisme génétique de la résistance à la bacitracine n'a été découvert jusqu'à 
présent. Il a été supposé que la résistance à la bacitracine était due à des gènes non identifiés 
jusqu'à présent et qu'un cocktail de bactériophages est efficace pour lyser des souches 
commensales de C. perfringens. Les objectifs de cette étude sont d'établir des profils de 
résistance phénotypique à la bacitracine chez des souches de C. perfringens isolées de 
poulets et de dindes élevés au Québec, de déterminer les gènes responsables de la résistance 
à la bacitracine chez C. perfringens et de vérifier in vitro le potentiel lytique de 
bactériophages contre une banque d'isolats de C. perfringens. Un total de 156 isolats de C. 
perfringens ont été obtenus à partir de matières fécales de poulets et de dindes provenant de 
4 abattoirs situés au Québec. La résistance phénotypique à la bacitracine a été déterminée 
dans 99 de ces isolats par la méthode du Etest. Les gènes associés à la résistance envers la 
bacitracine ont été identifiés puis séquencés par la technique de marche sur l'ADN. Un total 
de 26 isolats (26%) a démontré de la résistance à la bacitracine (> 16 Ilg/ml). De nouveaux 
gènes de résistance à la bacitracine, nommés bcrR, berA, berB et berD ont été identifiés et 
séquencés. Les gènes berA et berB codent pour un transporteur ABC. Le gène berD code 
pour une undecaprenol kinase et le gène ber R code pour un régulateur de la famille XRE. 
Leur localisation plasmidique a été démontrée par hybridation. Le potentiel lytique d'un 
cocktail formé de deux phages isolés dans cette étude, ct>2084, ct>2450, et d'un phage 
caractérisé préalablement, ct>3626, a été ensuite testé sur l'enseÎnble des isolats. Le cocktail 
lyse 55 souches, soit 35% de notre banque de souches. Cette étude a identifié pour la 
première fois des gènes de résistance à la bacitracine chez C. perfringens et a démontré le 
potentiel lytique in vitro d'un cocktail de bactériophages envers des souches de C. 
perfringens d'origine aviaire. 
Mots-clés: Clostridium perfringens, entérite nécrotique, antibiorésistance, 
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IV 
bacitracine, gène de résistance, transporteur ABC, plasmides, bactériophages, tests de lyse, 
cocktail de phages 
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Abstract 
Necrotic enteritis is a disease causing economlC losses in poultry breeders 
worldwide. It is caused by an overgrowth of Clostridium perfringens in the gut. In North 
America, the disease is controlled by antibiotic growth promoters, mainly bacitracin. 
Resistance to bacitracin among C. perfringens isolates have been described, but no genetic 
mechanism has been found. It has been proposed that unidentified genes are responsible for 
bacitracin resistance and that a cocktail of bacteriophages is able to lyse C. perfringens 
strains isolated from the normal microflora of poultry. The objectives of this study were to 
determine phenotypic resistance to bacitracin in Clostridium perfringens isolates recovered 
from Quebec chicken and turkey processing plants, to identify and sequence genes 
implicated in bacitracin resistance, and to evaluate the in vitro lytic potential of 
bacteriophages against a culture collection of C. perfringens isolates. A total of 156 isolates 
were recovered from chicken and turkey feces obtained from 4 processing plants located in 
Quebec. Phenotypic resistance was measured by the Etest method in 99 isolates. Resistance 
genes were iclentified and sequenced by primer walking. A total of 26 isolates showed 
resistance to bacitracin (>16 J,.tg/ml). Bacitracin resistance genes, designated bcrR, bcrA, 
bcrB and bcrD, were discovered and sequenced. The bcrA and bcrB genes encode for an 
ABC transporter. The bcrD gene encode for an undecaprenol kinase and the bcrR gene 
encode for a regulator of the XRE family. The lytic potential of a cocktail of two 
bacteriophages discovered in this study <1>2084 and <1>2450 with a previously characterized 
phage <1>3626 was tested on every isolate. The cocktail is lytic against 55 isolates, or 35% of 
our culture collection. This study reports for the first time the characterization of bacitracin 
resistance genes in C. perfringens and demonstrates the in vitro lytic potential of a cocktail 
ofthree phages against field isolates of C. perfringens. 
Keywords: Clostridium perfringens, necrotic enteritis, resistance to antibiotics, 
bacitracin, ABC transporter, plasmids, bacteriophages, lytic tests, cocktail of phages 
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1. Introduction 
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L'entérite nécrotique est une maladie qui affecte les troupeaux de volaille à travers 
le monde. Elle est causée par une surcroissance de Clostridium perfringens dans l'intestin 
des oiseaux affectés, et lès toxines produites par les bactéries endommagent la paroi 
intestinale des oiseaux affectés (155). Le taux de mortalité de la maladie est très variable, 
allant de 2% à 50%, mais lors de grandes épidémies, la mortalité peut atteindre 1 % du 
cheptel (159). Les pertes économiques· engendrées par la maladie peuvent être 
considérables. Des études effectuées en Norvège ont démontré qu'une épidémie d'entérite 
nécrotique peut diminuer les revenus d'un producteur de plus de 40% (93). De plus, la 
maladie existe sous une seconde forme, la forme sous-clinique, qui cause des pertes de 
productivité pouvant coûter jusqu'à 0,05$ par oiseau (151). 
Un des principaux moyens de contrôle du C. perfringens dans les élevages de 
volaille est l'utilisation de la bacitracine, soit comme promoteur de croissance, en 
prophylaxie ou en thérapie. La bacitracine est un antibiotique de la famille des polypeptides 
cycliques qui inhibe la synthèse de la paroi de peptidoglycan chez certaines bactéries à 
Gram positif (143). La virginiamycine est un antibiotique de la famille des streptogramines 
qui peut être utilisé à la place de la bacitracine pour contrôler la prolifération des C. 
perfringens, mais son coût plus élevé diminue son utilisation dans les élevages de volaille. 
Il existe plusieurs études détaillant la présence de résistance phénotypique à la 
bacitracine chez C. perfringens (31, 74, 158), mais aucun mécanisme génétique n'a été 
identifié. Le principal mécanisme de résistance à la bacitracine décrit chez Bacillus 
licheniformis, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans et Enterococcus faecalis est un 
transporteur ABC qui utilise l'énergie formée par la déphosphorylation d'une molécule 
d'ATP pour expulser la molécule de bacitracine hors de la cellule (15, 96,113,120,149) .. 
Parmi les avenues proposées polir remédier à l'apparition de résistance aux 
antibiotiques, on retrouve l'usage judicieux des antibiotiques et l'utilisation d'alternatives à 
ceux-ci. En effet, l'Union Européenne a banni l'usage des antibiotiques comme promoteur 
de croissance depuis janvier 2006 (40), alors que leur utilisation est toujours en vigueur en 
Amérique du Nord. L'une des avenues proposées pour remédier à l'apparition de résistance 
aux antibiotiques est l'utilisation de bactériophages. Ceux-ci sont des virus bactériens qui 
3 
peuvent lyser les bactéries, mais ne peuvent envahir ou se répliquer à l'intérieur de cellules 
eucaryotes. Des études ont démontré l'efficacité des bactériophages pour lutter contre des 
infections à Salmonella enterica serovar Typhimurium et à Escherichia coli chez le poulet 
(67, 70, 148). Des bactériophages se sont également avérés efficaces pour réduire la 
colonisation de l'intestin de poulets par Campylobacter jejuni et Salmonella enterica 
serovar Enteritidis (48, 154). 
Ce projet a donc été divisé en deux principaux axes ayant chacun leur hypothèse. La 
première hypothèse est la suivante: il existe des souches de C. perfringens résistantes à la 
bacitracine au Québec et cette résistance est due à des gènes non identifiés jusqu'à présent. 
La seconde hypothèse est qu'un cocktail de bactériophages est efficace pour lyser des 
souches de C. perfringens provenant de la flore normale de poulets et de dindes. Le projet a 
été divisé en deux objectifs principaux, le premier étant de détecter la présence de résistance 
à la bacitracine chez des isolats québécois de C. perfringens et d'identifier les gènes 
responsables de cette résistance. Le second est de vérifier l'efficacité in vitro d'un cocktail 
de bactériophages contre une collection d'isolats québécois de C. perfringens d'origine 
aVIaIre. 
0: ':,. ( " ,,', ' . , . 
2. Recension de la littérature 
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2.1. Clostridium petfringens 
2.1.1. Description du genre Clostridium spp. 
Le genre Clostridium ssp. comprend des bacilles à Gram positif anaérobies ou 
aérotolérants formant des endospores. Celles-ci sont ovales ou rondes et sont 
déformantes. (4, 29). Les clostridies sont des microorganismes fastidieux qui 
nécessitent la présence d'acides aminés, d'hydrates de carbone et de vitamines pour 
croître (16). La température de croissance optimale est de 37°C et le pH optimal se 
situe entre 6,5 et 7. Les endospores sont résistantes à la chaleur, à la dessiccation, à 
l'irradiation et à la plupart des désinfectants (16, 28, 146). Le genre Clostridium spp. 
comprend plus d'une centaine d'espèces (28), mais la plupart sont des habitants 
normaux de l'environnement ou de l'intestin et sont inoffensifs pour les humains et 
les animaux. 
2.1.2. Description de l'espèce Clostridium perfringens et méthodes 
d'isolement 
Clostridium perfringens est présent dans l'air, dans le sol, la poussière ainsi que 
dans l'eau et dans le tractus intestinal des humains et de plusieurs espèces animales 
(28). Elle est parmi les espèces de clostridies les plus communément isolées chez 
l'humain et dans la nature (4). Les cellules bactériennes se présentent sous la forme 
de bâtonnets droits arrangés en solo ou en paires. Elles sont à Gram-positif, non-
mobiles (sans flagelle) et peuvent être capsulées ou non. Leurs endospores sont 
larges, ovales, subterminales et elles déforment la cellule. 
Même si certaines souches de C. perfring~n~ sont aérotolérantes, la bactérie 
croît mieux en conditions anaérobiques et elle ne peut sporuler qu'en conditions 
anaérobiques. Sur gélose au sang, elle produit une zone de double hémolyse 
caractéristique qui est due aux toxines qui sont sécrétées. Une première zone 
d'hémolyse complète est attribuée à la toxine' theta et une zone plus large 
d 'hémolyse incomplète due à la toxine alpha (29). La température de croissance 
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optimale de C. perfringens est de 45°C, quoique certaines souches puissent croître 
aussi bien à 37°C. C. perfringens est positif pour les tests de fermentation du 
fructose, du lactose, du maltose, du mannose et du sucrose ainsi que pour les tests de 
production lécithinase et de production de H2S. Les tests de mobilité, de production 
d'indole et de production de lipase ainsi que le tests de fermentation du xylose sont 
négatifs. 
L'isolement de C. perfringens à partir d'échantillons animaux se fait sur des 
géloses sélectives ou sur des géloses sang contenant un antibiotique. Parmi les 
géloses sélectives les plus fréquemment utilisées, on retrouve la gélose PEA qui 
contient de l'alcool phényléthylique, un agent inhibant la croissance des 
Enterobacteriaceae (4, 41), ainsi que la gélose TSC, dont l'efficacité repose sur la 
tolérance de C. perfirngens contre la D-cyclosérine et sur sa capacité à produire du 
H2S (63). La gentamycine (18), la kanamycine (55) et la néomycine (7, 158) 
facilitent l'isolement de C. perfringens en inhibant la croissance des contaminants. 
Dans certains cas, la population de C. perfringens doit être amplifiée pour permettre 
un isolement efficace. Une incubation préalable dans un bouillon cooked meat est 
alors utilisée (7, 41). 
2.1.3. Classification et pathogénicité des types de Clostridium 
perfringens 
Les C. perfringens se subdivisent en 5 types (A, B, C, D, E) selon la production 
de 4 exotoxines létales les plus importantes (a, ~, E, t) (Tableau 1). Une autre toxine 
d'importance clinique, l'entérotoxine CPE, ne fait pas partie du système de 
classification, puisqu'elle a été retrouvée dans les types A, B, C et D. Les souches 
exprimant l'entérotoxine sont considérées comme entérotoxigéniques, en plus de 
leur type traditionnel. La littérature fait également mention de cas cliniques dus à des 
clostridies qui n'ont pu être typés (140). 
( 
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Tableau 1 : Classification de C. perfringens selon la production de toxine 
Type de C. Toxines produites 
perfringens Cl (alpha) ~ (bêta) E (epsilon) t (iota) 
A (+) (-) (-) (-) 
B (+) (+) (+) (-) 
C (+) (+) (-) (-) 
D (+) (-) (+) (-) 
E (+) (-) (-) (+) 
Le type A est celui qui est le plus distribué dans l'environnement. Il est 
également l'agent causal de la gangrène gazeuse. Il cause des entérotoxémies chez 
l'agneau et le cheval ainsi que des dermatites et l'entérite nécrotique chez la volaille. 
Les souches produisant l'entérotoxine CPE sont responsables d'empoisonnements 
alimentaires chez l'humain. On estime qu'auxÉtats-Unis, les C. perfringens de type 
A produisant l'entérotoxine CPE sont une des principales causes d'empoisonnement 
alimentaire (4). 
Le type B cause des e~térotoxémies chez les moutons, les chèvres, les vaches et 
chez certains oiseaux. Il est retrouvé plus couramment en Europe, en Afrique et au 
Moyen-Orient. Le type C produit une intoxication sévère chez le mouton, ainsi que 
des entérites hémorragiques chez les vaches, les oiseaux, les agneaux et les 
porcelets. Le type C est également un agent causal de l'entérite nécrotique chez la 
volaille et chez l'humain, bien qu'il ne soit pas isolé aussi souvent que le type A. Sa 
distribution est mondiale. Le type D cause des entérotoxémies chez les jeunes 
moutons et chèvres. Le type E cause des entérotoxémies chez les moutons et les 
vaches. Il a été isolé en Grande-Bretagne, en Amérique du Nord et en Australie (16, 
28). En raison de sa présence beaucoup plus importante dans l'environnement, les C. 
perfringens de type A sont ceux qui sont le plus souvent isolés de cas cliniques en 
médecine vétérinaire. 
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2.1.4. Organisation génétique du chromosome 
La première équipe à faire une carte génétique du génome de C. perfringens 
fut celle de Canard et Cole en 1989 (25). La souche choisie fut la souche CPN50 qui 
est associée à des pathogénies chez l'humain. Ils ont découvert un seul chromosome 
circulaire dont la taille fut estimée à 3,58 Mb par électrophorèse à champs pulsés. 
L'analyse de sa carte génétique indique que les toxines a (gène pic) et e (gène 
pfoA), deux toxines (discutées à la section 2.1.5) situées sur le chromosome, se 
retrouvent dans une région très conservée du génome et très proche de l'origine de 
réplication du chromosome, oriC. Les travaux de l'équipe d'Ohtani en 1997 (114) 
ont permis d'ajouter la toxine K (gène colA) au groupe de toxines situées près de 
l'origine de réplication. Les travaux de Canard et Cole (25) ont aussi permis de 
déterminer que les cinq types de C. perfringens sont similaires sur le plan génétique, 
et que la variation de la production de toxines serait due à l'acquisition ou à la perte 
d'éléments génétiques dans les régions hypervariables et dans les plasmides (25). 
La première séquence complète d'une souche de C. perfringens fut celle de la 
souche 13 associée à la gangrène gazeuse chez l'humain (134). En 2006, une équipe 
a séquencé 2 nouvelles souches de C. perfringens, la souche de référence ATCC 
13124 et la souche SMIOl qui produit l'entérotoxine CPE et qui est impliquée dans 
les cas d'empoisonnement alimentaire chez l'humain (106). La comparaison des 3 
génomes a permis d'identifier de grands îlots putatifs de pathogénicité qui pourraient 
contenir des gènes de toxines, de catabolisme, des facteurs de virulence ou des gènes 
de résistance aux antibiotiques (106). 
Les niveaux de production de plusieurs toxines dont les gènes sont situés sur 
le chromosome sont régulés par un même système de régulation, soit le système à 
deux composants VirRIVirS (95, 133). Le premier composant, VirS, est une protéine 
senseur comprenant plusieurs domaines transmembranaires et un résidu histidine qui 
s'autophosphoryle lors de la liaison du substrat (95). La protéine régulatrice, VirR, 
est activée par le senseur VirS et régule la transcription de certaines toxines en se 
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liant à l'ADN (133). Les gènes codant pour ces protéines sont organisés en opéron 
(9). Le système VirRiVirS régule la transcription des toxines e, K, a, ainsi que 
1 'hémagglutinine et certaines protéases et sialidases (9). Les études subséquentes ont 
permis de démontrer que VirR se lie à deux séquences 'répétées imparfaites situées 
en amont du gène pfoA codant pour la toxine e (35) et que l'ARN polymérase se lie 
1 
mieux au promoteur de pfoA en présence de VirR (34), ce qui laisse à penser que 
l'activation transcriptionnelle causée par VirR serait due à des interactions protéine-
protéine. Shimizu et al (135) ont trouvé un ARN régulateur qui serait impliqué dans 
la régulation des effets de VirR sur la production des toxines K et a. La délétion de 
la partie 3' de l' ARN suffirait pour diminuer la production de ces toxines. 
2.1.5. Toxines de Clostridium perfringens 
Chez les différentes souches de C perfringens, 17 toxines sont présentement 
connues. Les plus étudiées sont les quatre toxines létales qui servent à la 
classification des types de C perfringens (a (alpha), ~l (bêta), E (epsilon), t (iota)) 
ainsi que l' entérotoxine CPE qui est responsable des empoisonnements alimentaires 
et des diarrhées associées à une prise d'antibiotiques (98), et la toxine ~2 qui est 
associée à une hausse de la virulence chez certaines espèces animales (52, 56, 131). 
Les autres exotoxines (8 (gamma), e (theta), K (kappa), À (lambda), ~ (mu), v (nu), 
neuraminidases et uréases) semblent avoir peu d'implication clinique. Une nouvelle 
toxine récemment découverte (5) chez les C perfringens de type C est toxique pour 
les souris et les cellules de type Vero. Elle présente une homologie avec les toxines 
clostridiales larges présentent chez Clostridium difficile. 
La toxine a (alpha) est une phospholipase C sphingomyélinase. Elle hydrolyse 
les phospholipides de la membrane cellulaire et entraîne une désorganisation 
membranaire. Des expériences ont montré que l'hydrolyse du phosphatidylcholine 
par la toxine alpha est plus efficace lorsque les chaînes d'acides gras composant la 
molécule sont courtes (107) ou insaturées (108). Ses propriétés dermonécrotiques, 
hémolytiques et létales lui donnent un rôle de choix dans le dévèloppement de la 
gangrène gazeuse chez l'humain. Le gène pic code pour la toxine et est situé sur le 
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chromosome bactérien, ce qui pourrait expliquer sa présence chez tous les types de 
C. perfringens. La toxine alpha fut longtemps associée à l'entérite nécrotique (155), 
mais une recherche publiée en 2006 démontre que des souches de C. perfringens ne 
produisant pas la toxine alpha peuvent causer l'entérite nécrotique (79). 
Les toxines rJl (gène cpb) et rJ2 (gène cpb2) induisent une nécrose 
hémorragique dans la muqueuse intestinale (116). Les deux toxines sont 
cytotoxiques. La toxine rJl peut s'oligomériser et former un pore sélectif pour les 
cations monovalents. Des études sur des souris ont démontré que la toxine rJ 1 est la 
principale toxine impliquée dans la toxémie causée par C. perfringens (50). 
Découverte plus récemment que les autres toxines (56), la toxine rJ2 reste encore 
bien mal connue des chercheurs. Comme la toxine ~ 1, elle pourrait former des pores 
dans la membrane, mais elle serait d'une activité cytotoxique beaucoup plus faible 
(131). Des études chez le porcelet ont montré que les souches de C. perfringens 
isolées de porcelets souffrants d'entérite comportaient substantiellement plus de 
gène cpb2 que" les souches isolées d'animaux sains (23). Les études menées sur la 
volaille n'ont pas trouvé de lien entre la présence du gène cpb2 et l'entérite 
nécrotique. Crespo et son équipe (2007) ont mesuré la fréquence de cpb2 et son 
expression dans des souches aviaires de C. perfringens, sans trouver aucun lien entre 
la présence du gène et la maladie (41). Chaim ers et ses collaborateurs (2007) ont 
mesuré un haut taux de cpb2 dans des isolats provenant d'oiseaux sains (31). Les 
gènes codant pour ces deux toxines, cpb et cpb2, sont situées sur de larges 
plasmides, ce qui rend possible l'acquisition ou la perte de ces gènes (130). 
La toxine E (epsilon) entraîne la formation d'œdème dans plusieurs organes. 
Elle entraîne aussi la nécrose des reins et du cerveau chez le mouton (47). La 
protéine est sécrétée sous une forme inactive qui doit subir un clivage protéolytique 
du côté C-terminal et du côté N-terminal avant de devenir active. Une fois activée, la 
toxine se fixe à une protéine membranaire et forme un' complexe de 155 kDa qui 
entraîne une diminution de la concentration d'ions K+ et une augmentation des ions 
"cr, Na + et Ca2+ au niveau intracellulaire (117). Elle est située sur un plasmide, mais 
à l'intérieur d'un transposon délimité par la séquence d'insertion I81151. Le 
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plasmide contenant la toxine epsilon a été prouvé comme étant conjugatif pour la 
première fois en 2007 (73). Une étude récente a démontré que les effets de la toxine 
epsilon sont augmentés lorsque la toxine est inoculée avec la toxine alpha ou la 
perfringolysine 0 (46). 
De par sa structure, la toxine t (iota) ressemble à la toxine C2 de Clostridium 
botu/inum et l'ADP-ribosyltransférase de Clostridium difficile. La toxine est 
constituée de deux protéines: la et lb. lb s'attache à un récepteur membranaire et 
entraîne l'endocytose des deux protéines. la est ensuite transloquée dans le cytosol 
où elle catalyse l'ADP-ribosylation des monomères d'actine. Il fut démontré que la 
, , 
translocation de la se fait dans les « Endocytic carrier vesicules» et qu'elle nécessite 
un potentiel membranaire (57). Ceci entraîne une dépolymérisation des filaments 
d'actine, donc une désorganisation du cytosquelette et une inhibition des fonctions 
reliées au cytosquelette (116). 
L'entérotoxine CPE n'est relâchée que lors de la sporulation de la bactérie. Elle 
forme un complexe avec des protéines de la membrane. Le complexe ainsi formé 
s'insère dans la membrane et devient un pore permettant la sortie rapide d'eau et 
d'électrolytes. La toxine interférerait aussi avec les jonctions serrées, notamment 
avec les claudines qui constituent une classe de protéines impliquées dans 
l'étanchéité des jonctions serrées (98). Les claudines 3, 4, 6, 7, 8 et 14 serviraient de 
récepteur pour la toxine. Des claudines non-réceptrices sont aussi retrouvées dans le 
complexe (126). Le gène codant pour l'entérotoxine, cpe, peut être situé dans le 
chromosome bactérien ou sur un plasmide (138). Il était connu que les souches 
isolées de cas d'empoisonnement alimentaire chez les humains présentaient le gène 
cpe sur le chromosome, alors que les souches produisant l'entérotoxine chez les 
animaux avait le gène cpe situé sur un plasmide d'une taille variant entre 100 kb et 
120 kb (127). Toutefois, une étude récente sur des cas d'empoisonnement 
alimentaire à C. perfringens au Japon a démontré que des souches possédant le gène 
cpe sur un plasmide peuvent aussi causer des empoisonnements alimentaires (109). 
Une étude récente évalue jusqu'à 20% des cas d'empoisonnements alimentaires 
causés par C. perfringens portant le gène cpe sur un plasmide (85). 
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La façon dont le gène cpe est régulé pour n'être transcrit que lors de la 
sporulation est encore inconnue. Toutefois, on a découvert des promoteurs pour les 
facteurs sigma de type SigE et SigK en amont du gène cpe (127). Chez Bacillus 
subtilis, SigE et SigK sont des facteurs sigma activé uniquement durant la 
sporulation. L'hypothèse la plus probable serait donc que des facteurs sigma 
similaires au SigE et SigK de B. subtilis entraîneraient l'activation de la transcription 
de cpe. En outre, des expériences ont démontré que la régulation de cpe avait lieu au 
niveau de la transcription (127). 
2.2. Entérite nécrotique 
2.2.1. Signes cliniques et épidémiologie 
Découverte en Australie en 1930 et caractérisée en 1961 par Parish (155, 159), 
l'entérite nécrotique chez la volaille a depuis été rapportée dans la plupart des 
endroits du monde où il y a production de volaille. 
La maladie est causée par la bactérie C. perfringens de type A ou C (155). Chez 
le poulet, la maladie a pu être reproduite chez des animaux avec de la litière 
contaminée ou à l'aide d'une culture de C. perfringens administrée oralement, ou par 
voie intraveineuse ou bien mélangée à la nourriture. Chez le poulet et la dinde, la 
maladie est souvent associée à une coccidiose (155), particulièrement celle causée 
par le genre Eimeria (152). Une étude de 2007 a démontré que la coccidiose 
entraînait chez l'hôte une hausse de la production de mucus, ce qui favorisait la 
croissance de C. perfringens (39). En outre, la coccidiose cause des lésions au 
niveau de l'intestin qui favorisent la croissance de C. perfringens ainsi que 
l'apparition des lésions caractéristiques de l'entérite nécrotique (75). La plupart des 
cas d'entérite nécrotique apparaissent chez des poulets à rôtir âgés de 2 à 5 
semaines. La maladie dure habituellement entre 5 à 10 jours, avec un taux de 
mortalité allant de 2 à 50%. 
( , , . . 
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Les signes cliniques les plus courants de la maladie sont une dépression sévère, 
de la diarrhée, une perte d'appétit, de la difficulté à bouger et des plumes 
ébouriffées. Habituellement, les signes cliniques ne sont visibles que durant une 
courte période de temps, rarement plus de quelques heures, et les oiseaux sont 
souvent retrouvés morts (155). 
À l'autopsie, on remarque un intestin gonflé de gaz et plus fragile. La 
muqueuse est recouverte, totalement ou en partie, d'une pseudomembrane dont la 
couleur peut varier, soit jaune, vert, brunâtre-orangé. Elle est constituée 
d'entérocytes de la muqueuse emprisonnés par de la fibrine. Dans les cas légers, la 
muqueuse est grisâtre et épaisse, il y a ensuite nécrose de la muqueuse. Dans les cas 
plus graves, les lésions nécrotiques sont généralisées et l'épithélium est en partie 
détaché (159). 
Chez les modèles animaux inoculés expérimentalement, on remarque, dès la 
première heure après l'inoculation, un début d'œdème et la dilatation des vaisseaux 
sanguins de la lamina propria. Après 3 heures, l'œdème est plus marqué et on 
retrouve dans la lumière de l'intestin des cellules épithéliales détachées provenant de 
la pointe des villosités. Après 5 heures, les pointes des villosités sont nécrosées, ce 
qui amène un raccourcissement des villosités. De 8 à 12 heures après l'inoculation, 
les pointes sont complètement nécrosées. La nécrose commence alors à s'étendre 
aux cryptes. Des débris cellulaires et de la fibrine sont présents dans la lumière de 
l'intestin. On ne remarque toutefois aucune étape d'invasion cellulaire, ce qui laisse 
à penser que la bactérie n'envahit pas les cellules et que les signes cliniques sont dus 
aux toxines produites par la bactérie (155). 
Une étude effectuée avec des mutants pic a démontré que la toxine alpha n'est 
pas nécessaire au développement de la maladie (79). Une autre étude a montré une 
corrélation significative entre la prolifération cellulaire de C. perfringens et la 
gravité des lésions d'entérite nécrotique, mais pas entre la production de la toxine 
alpha et la gravité des lésions (136). 
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2.2.2. Facteurs prédisposants 
Les C. perfringens sont des habitants nonnaux de la flore intestinale de la 
volaille, donc leur seule présence dans l'intestin n'est pas la cause de la maladie. En 
2003, Nauerby et son équipe (2003) ont testé par électrophorèse à champs pulsés des 
souches de C. perfringens isolées d'oiseaux sains et d'oiseaux malades. Leurs 
résultats ont montré que les oiseaux malades ne possédaient qu'un ou deux clones de 
C. perfringens alors que les animaux sains avaient un nombre de clones plus élevé 
(110) indiquant une homogénéité des souches pathogènes et une hétérogénéité des 
souches non-pathogènes. Cette conclusion a été depuis démontrée in vivo à l'aide 
d'un modèle animal (11). La maladie serait probablement due à une croissance 
exagérée d'un certain type de clone de C. perfringens plus pathogène (75). 
Cette surcrOlssance de C. perfringens peut provenir de plusieurs facteurs. 
Premièrement, une muqueuse intestinale-endommagée favoriserait la prolifération de 
C. perfringens et la production de toxines. Ces dommages pourraient être de cause 
bactérienne, ou physique. Les coccidioses causées par les pathogènes de la famille 
des Eimeria favoriseraient la croissance de Clostridium et l'entérite nécrotique (75, 
155). Les coccidioses entraîneraient l'entrée de plasma dans la lumière de l'intestin 
qui serait alors une source de protéines et d'autres facteurs de croissance pour C. 
perfringens_ Deuxièmement, la composition de la diète serait également un facteur 
de susceptibilité, car une diète riche en blé, en orge, en seigle et en avoine 
augmenterait le risque de développer l'entérite nécrotique chez les poulets. En 2002, 
l'équipe de Annett et collaborateurs a testé la prolifération du C. perfringens sur des 
milieux enrichis avec différentes céréales. La croissance fut statistiquement plus 
basse dans les milieux enrichis en maïs par rapport aux milieux enrichis en blé ou en 
seigle (6). 
Selon Drew et al (2004), les hauts mveaux de méthionine et de glycine 
contenus dans les farines de poisson favoriseraient la croissance du C. perfringens 
(44). Une diète riche en polysaccharides non digestibles constituerait également un 
( 
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facteur aggravant, car ceux-ci augmentent la viscosité du contenu de l'intestin, ce 
qui en augmente le temps de passage. Ceci crée donc un environnement favorable à 
la prolifération des bactéries anaérobiques en augmentant la quantité de nutriments 
disponibles (159). Troisièmement, l'état de la litière qui, si trop humide ou pas assez 
absorbante, créerait un environnement favorable au développement de C. 
perfringens, ce qui augmenterait les risques d'entérite nécrotique (159). Finalement, 
un taux trop élevé d'entassement de poulets sur une même litière augmenterait 
également les risques (81). 
2.2.3. Forme sous-clinique 
La forme sous-clinique fut décrite en 1992 (76) et se distingue par la présence 
de lésions nécrotiques focales dans la muqueuse intestinale de certains oiseaux. La 
maladie ne cause pas de signes cliniques, mais la croissance est ralentie et le ratio de 
conversion alimentaire est diminué par rapport aux animaux sains (76). Une autre 
étude a toutefois montré un lien entre la prévalence de la forme sous-clinique de 
l'entérite nécrotique et le taux de condamnation des oiseaux à l'abattoir (92). Les 
facteurs prédisposants à l'infection sous-clinique ne sont pas connus, mais un 
modèle animal a été créé en utilisant une surdose d'un vaccin anticoccidien vivant 
jumelée à de multiples inoculations de C. perfringens (54). Ce modèle utilise des 
souches vaccinales de Eimeria maxima au lieu de souches cliniques, et les oiseaux 
ainsi infectés développent les lésions intestinales, mais sans les signes cliniques et la 
mortalité associés à la phase clinique de la maladie (54). 
2.2.4. Impacts économiques 
En 2000, une étude de Kahler (81) plaçait les infections à Clostridium spp. au 
4ème rang des causes de mortalité des poulets, devancées par Escherichia coli, les 
salmonelles et les staphylocoques. De 1995 à 2000, les infections à Clostridium spp., 
ont doublé d'incidence et l'agent causal principal est le C. perfringens de type A. En 
2001, après une étude de 2,5 ans en Norvège, Lovland et Kaldhusdal montraient 
qu'une épidémie d'entérite nécrotique diminuait les revenus du producteur de 25,à 
(. 
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43%, principalement à cause d'un ratio plus faible de conversion alimentaire et d'un 
poids plus petit à l'abattoir (93). Dans un troupeau, la mortalité due à une épidémie 
d'entérite nécrotique peut atteindre 1 % du troupeau par jour, et jusqu'à 30% du 
troupeau peut être décimé (159). Sous sa forme sous-clinique, on estime que 
l'entérite nécrotique coûte environ 0.05$ par oiseau, sans compter les pertes 
occasionnées par la baisse du ratio de conversion alimentaire (151). 
2.2.5. Traitement et contrôle 
Le traitement curatif des cas d'entérite se fait à l'aide d'antibiotiques, 
habituellement administrés dans l'eau. La bacitracine, la pénicilline, la lincomycine 
et le tylosin sont les antibiotiques les plus couramment utilisés (20, 75). 
Les promoteurs de croissance de nature antibiotique sont un des moyens de 
contrôle fréquemment utilisé en Amérique de Nord. La bacitracine, la 
virginiamycine et les lincosamines sont les principaux antibiotiques utilisés dans ce 
but (21, 75). Le contrôle de la coccidiose, un facteur prédisposant à l'entérite 
nécrotique, à l'aide de la narasine, un agent anticoccicien, permet également de 
réduire l'apparition de l'entérite nécrotique (19, 159). Les promoteurs de croisance 
de nature antibiotique sont interdits en Suède depuis 1986, au Danemark depuis 
1995 et l'Union Européenne les a banni depuis 2006 (40). Au Danemark, l'arrêt des 
promoteurs. de croissance de nature antibiotique a entraîné une recrudescende des 
cas d'entérite nécrotique et une hausse de l'usage thérapeutique des antibiotiques 
(58). 
De nombreuses recherches ont récemment été effectuées afin d'identifier de 
nouveaux moyens de contrôle. Une équipe de l'Université de Guelph a identifié six 
protéines permettant aux poulets de développer une immunité contre une infection 
expérimentale (83). Trois de ces protéines permettent de protéger le poulet contre 
une infection expérimentale sévère (84). Selon les auteurs des études, ces protéines 
contituerait des cibles intéressantes pour formuler un vaccin contre l'entérite 
nécrotique. Une autre recherche a mis en évidence, chez les poulets qui recevaient 
r.···' \: 
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une diète contenant 2,5% de lactose, le développement significativeqlent moindre de 
lésions intestinales suite à une infection expérimentale à C. perfringens (100). Des 
lactobacilles ont également montré une efficacité pour réduire la croissance de C. 
perfringens et constitueraient une avenue intéressante de probiotiques chez la 
volaille (80). 
2.3. Baciïracine 
2.3.1. Généralités et mode d'action 
La bacitracine est un antibiotique synthétisé par Bacil/us licheniformis et 
certaines souches de Bacil/us subtilis. La synthèse se fait de façon non-ribosomale 
par un complexe multienzyme codée par l'opéron bacABC (111). La bacitracine est 
surtout active contre les bactéries à Gram positif, mais elle affecte également 
certaines bactéries à Gram négatif, comme Escherichia coli. La molécule (Figure 1) 
est instable naturellement, c'est pourquoi elle est souvent commercialisée sous 
forme de sel de zinc ou de méthylène disalicylate. 
Figure 1. Molécule de bacitracine 
La bacitracine agit en formant un complexe avec le Css-isoprenyl 
pyrophosphate (IPP), un transporteur pour les monomères de peptidoglycan. La 
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présence du cation divalent Zn ++ accélère la formation du complexe (113). Le 
complexe bloque la déphosphorylation de IPP par une phosphatase, ce qui empêche 
le recyclage du transporteur (Figure 2). Le manque de transporteur actif inhibe alors 
la synthèse de la paroi de peptidoglycan et bloque ainsi la croissance bactérienne 
(121) . 
. ~ 
Source : http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/roese-lars-2004-06-09/HTMLlchapterl.html 
Figure 2. Mode d'action de la bacitracine 
La bacitracine inhibe la synthèse de la paroi de peptidoglycan en séquestrant le c55-
isoprenyl pyrophosphate qui est impliqué dans le passage des monomères de 
peptidoglycan à travers la membrane cellulaire. 
2.3.2. Résistance à la bacitracine 
2.3.2.1. Résistance phénotypique 
Une étude effectuée aux États-Unis en 1997 sur les C. perfringens isolés de 
poulets et de dindes d'élevage a montré un taux élevé de résistance à la bacitracine 
(CMIso de 256 ug/ml) chez les isolats de poulets, mais un taux plus bas (CMIso de 8 
ug/ml) chez les isolats de dindes (158). Des études tenues au Danemark et en Suède, 
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pays ayant cessé d'utiliser la bacitracine comme promoteur de croissance, ont 
montré des taux de résistance (CMI > 16 ug/ml) de 15% pour les échantillons danois 
et de 3% pour les échantillons suédois (74). Une étude récente ayant eu lieu au 
Canada a déterminé un niveau de résistance (CMI > 16 ug/ml) de 95% dans les 
isolats testés (31). Ces isolats avaient été obtenus d'oiseaux sains élevés dans deux 
fermes différentes. La première utilisait, la bacitracine comme promoteur de 
croissance alors que la bacitracine avait été retirées de la seconde ferme. Le niveau 
de résistance à la bacitracine n'était pas significativement différent entre les deux 
fermes, mais davantage d'isolats sensibles à la bacitracine ont été retrouvés dans la 
ferme n'utilisant pas l'antibiotique (31). 
2.3.2.2. Résistance génotypique 
Il existe deux mécanismes connus de résistance à la bacitracine. Le premier 
est la surproduction de IPP, empêchant ainsi la bacitracine de séquestrer tout le IPP 
(96, 121).Les espèces productrices de bacitracine, B. licheniformis et B. subtilis, sont 
protégées des effets nocifs de l'antibiotique grâce au deuxième mécanisme de 
résistance à la bacitracine, soit la synthèse d'un système de transporteur ABC qui 
expulse l'antibiotique hors de la cellule. Chez B. licheniformis, le transporteur est 
composé de deux protéines hydrophobes, BcrB et BrC, ainsi que de deux protéines 
identiques BcrA (120). BcrB et BcrC formeraient le canal de diffusion alors que les 
deux unités BcrA peuvent se lier à l'ATP et fourniraient l'énergie nécessaire au 
transport (120). La délétion d'une partie de bcrA ou de bcrC entraîne la perte du 
phénotype de résistance, alors que la perte de bcrB n'a pas d'effet significatif sur le 
niveau de résistance à la bacitracine (119). Les gènes codant pour le transporteur, 
bcrA, bcrB, bcrC, sont regroupés en un opéron. Cet opéron est sous la régulation 
d'un système à deux composantes, BacRS (111). La protéine BacS est une protéine 
histidine kinase -agissant comme senseur alors que la protéine BacR est la protéine 
régulatrice inhibitrice. Cette résistance est intrinsèque et les gènes codant pour les 
, 
protéines impliquées dans la résistance à la bacitracine sont situés sur le 
chromosome (111). 
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Chez B. subtilis, un transporteur ABC codé par l'opéron bceAB expulse 
l'antibiotique hors de la bactérie, la protéine BceA fournit l'énergie au système en se 
liant à l'A TP alors que la protéine BceB forme un canal transmembranaire (15). La 
protéine BcrC de B. subtilis, codée par le gène bcrC, agit comme IPP phosphatase. 
Elle entre en compétition avec la bacitracine pour l'IPP. Des études ont démontré 
que la surexpression de BcrC chez E. coli augmente l'activité IPP phosphatase de 
préparations de membrane de plus de 600 fois (14). L'opéron bceAB est régulé par 
un système à deux composantes codé par l'opéron bceRS (15). 
Les gènes codant pour une résistance acquise à la bacitracine ont été 
découverts en 2004 chez des souches d' Enteroccocus faecalis (96). La résistance est 
causée par un transporteur de type ABC similaire à celui de B. licheniformis (Figure 
3). Par contre, le canal de diffusion est formé de deux protéines BcrB plutôt que 
d'une protéine BcrB et d'une protéine BcrC (96). Les gènes de résistance sont 
organisés en un opéron bcrABD. Cet opéron est régulé par le gène bcrR qui code 
pour une protéine jouant à la fois le rôle de senseur et de régulateur. La délétion du 
gène bcrR entraîne la disparition de la résistance à la bacitracine. La protéine BcrD a 
démontré une similarité avec une Css-isoprenyl kinase. Manson et son équipe (96) 
ont montré que la délétion du gène bcrD n'avait aucun effet sur le niveau de 
résistance à la bacitracine chez E. faecalis. Leur étude de conjugaison a révélé que 
l'opéron bcrABD était situé sur un plasmide transférable entre des souches d'E. 
faecalis. 
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Bacitracine 
ADP + P, 1 
Figure 3. ABC transporteur d'Enterococusfaecalis 
Le transporteur ABC d' Enterococcus faecalis est composé de 2 sous-unités BcrA, qui se lie 
à l'A TP et fournit l'énergie à l'ensemble et de 2 sous-unités BcrB qui forment un canal 
transmembranaire. 
2.4. Bactériophages 
2.4.1. Historique et description des bactériophages 
Les premières observations portant sur l'effet des bactériophages remonte au 
19ème siècle. En 1896, un bactériologiste britannique du nom de Ernest Hankin a 
remarqué que les eaux du Gange et de la Jumna, deux fleuves de l'Inde, 
démontraient un effet antibactérien (147). La première véritable constatation de la 
nature virale des bactériophages et la première description d'un test sur plaques 
remonte à 1917, par Félix d'Hérelle. Il inventa également le terme bactériophage et 
l'associa à cette classe de microorganismes (145). 
La majorité des bactériophages sont des virus composés d'un acide nucléique, 
ADN ou ARN, simple brin ou double brin, entouré d'une capside protéique. Certains 
peuvent être recouverts d'une couche phospholipidique appelée enveloppe, mais la 
plupart des bactériophages sont non-enveloppés, Ils apparaissent sous diverses 
formes, allant de la capside icosaédrique à une forme filamenteuse (67). Les phages 
sont séparés en 2 types selon leur capacité à s'intégrer dans le génome bactérien. Les 
i ' (' .... -
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phages lytiques ne s'intègrent jamais dans le génome de leur hôte alors que les 
phages lysogéniques ont la capacité d'insérer leur génome dans le chromosome de 
leur hôte. Ils deviennent alors un prophage. Le prophage peut perdurer longtemps à 
l'intérieur de la bactérie en étant répliqué en même temps que le reste du génome de 
la bactérie. Il peut toutefois être activé à la suite d'un stress, et le bactériophage entre 
dans le cycle lytique (67). 
Le cycle de réplication viral d'un bactériophage est composé de cinq étapes: 
adsorption du phage, pénétration du matériel génétique viral, réplication du génome 
viral et synthèse des composantes du virus, assemblage des virions et libération des 
virions suite à la lyse cellulaire (Figure 4) (122). L'adsorption à la surface 
bactérienne se fait par l'attachement spéCifique d'un phage ou d'une de ses 
composantes à un récepteur situé à la surface de la membrane externe de l'hôte 
bactérien. L'acide nucléique viral est ensuite injecté à l'intérieur de l'hôte. La 
réplication du génome viral et des composantes du virion a lieu dans la bactérie en 
utilisant la maèhinerie de réplication de 1 'hôte. Les différentes composantes 
structurelles s'assemblent, le matériel génétique est encapsidé et les virions sont 
formés. La libération des virions se fait habituellement par la lyse de l'hôte. Les 
virions ainsi relâchés dans le milieu peuvent ensuite aller infecter d'autres hôtes 
potentiels (67). 
CYCLE LYTIQUE 
Lyse de la bactérie 
Attachement Irùection ADN~ IntéQration de l'ADN viral ~~~ 
CYCLE L YSOGÉNIQUE 
Figure 4. Cycle lytique et lysogénique d'un bactériophage 
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Parmi les méthodes disponibles pour l'isolement de bactériophages à partir 
d'échantillons cliniques ou environnementaux, deux méthodes sont davantage repertoriées 
dans la littérature scientifique: l'enrichissement préalable (30, 70, 115) et l'étalement direct 
(36, 65). L'enrichissement préalable consiste à pré-amplifier l'échantillon dans une ou 
plusieurs souches sensibles afin de faciliter l'isolement ultérieur alors que l'étalement direct 
consiste à étaler l'échantillon tel quel sur des pétris recouvert d'un tapis bactérien provenant 
d'une souche sensible. La filtration des échantillons varie également selon les articles, 
certains filtrent leurs échantillons à l'aide de filtres ayant de pores de 0,45 /lm (8, 36, 115) 
alors que d'autres utilisent des filtres avec des pores de 0,22 /lm (30, 65, 70). 
Un seul phage lytique contre certaines souches de C. perfringens a été isolé 
récemment. Le phage <1>3626 a été activé à partir d'un prophage contenu dans la souche 
ATCC 3626 de C. perfringens (164). L'endolysine codée par le phage est active contre 
toutes les souches de C. perfringens qui ont été testées. 
2.4.2. Classification des bactériophages 
En 2007, on comptait plus de 5500 phages ayant été catégorisés (2). L'ICTV 
(International Committee for Taxonomy of Viruses) classe les bactériophages en un ordre 
comptant 3 familles et 17 familles distinctes. La majorité de ceux-ci (5360) sont des phages 
avec une capside icosaédrique et une queue protéique. Ils sont regroupés dans l'ordre 
Caudovirales qui est subdivisé en trois familles: Myoviridae, Siphoviridae et Podoviridae 
(2) (Tableau II). 
ç,. ,:."'" ! 
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Tableau II: Classification des bactériophages selon l'International 
Committee for Taxonomy of Viruses 
Famille 
Caudovirales • 
Myoviridae 
Siphoviridae 
Podoviridae 
Microviridae 
Corticoviridae 
Tectiviridae 
Groupe SHI 
Groupe STVI 
Leviviridae 
Cystoviridae 
Inoviridae 
Lipothrixviridae 
Rudiviridae 
Plasmaviridae 
Fusel/oviridae 
Salterprovirus 
Guttaviridae 
Ampul/aviridae 
Bicaudaviridae 
Globuloviridae 
Exemple 
T4 
À 
T7 
<l>X174 
PM2 
PRDI 
SHI 
STVI 
MS2 
<1>6 
Fd 
TTVI 
SIRVI 
L2 
SSVI 
Hisl 
SNDV 
ABV 
ATV 
PSV 
Caractéristique 
Queue protéique 
Queue protéique contractile 
Longue queue protéique non-contractile 
Petite queue protéique 
Polyédrique 
Polyédrique, avec une capside complexe 
Polyédrique, avec une vésicule interne de 
lipoprotéines 
Polyédrique avec une vésicule interne lipidique 
Polyédrique avec des excroissances en forme de 
tourelle 
Polyédrique 
Polyédrique, avec une enveloppe contenant des 
lipides 
Filaments ou bâtonnets 
Filamenteux, enveloppés 
Filamenteux, 
Pléomorphe, enveloppés 
Pléomorphe, forme évasée ou en forme d'épingle 
Enveloppés, sans capside, en forme de citron 
Enveloppés, sans capside, en forme de goutte 
En forme de bouteille 
Possède deux queues 
Similaire au paramyxovirus (Enveloppé avec 
capside) 
*: L'ordre Caudovirales regroupe les familles Myoviridae, Siphoviridae et 
Podoviridae 
(' 
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2.4.3. Thérapie par les bactériophages 
2.4.3.1. Historique de thérapie par les bactériophages 
La recherche sur la thérapie par les bactériophages, ou thérapie phagique, a 
perdu beaucoup d'intérêt en Amérique de Nord et en Europe suite à la découverte 
des antibiotiques. Par contre, certaines recherches vétérinaires méritent notre 
attention, dont la série d'études menées sur les phages contre E. coli durant le années 
1980 par H. Williams Smith et ses collaborateurs (160-162). Leur première étude 
comparait l'efficacité d'injection intramusculaire de phage anti-E. coli par rapport à 
des antibiotiques (tétracycline, ampicilline, chloramphénicol, triméthoprime, 
sulphafurazole et streptomycine) dans le traitement d'une infection à E. coli chez la 
vache. Leurs résultats démontrent qu'une seule injection intramusculaire de leur 
phage était aussi efficace que des doses multiples de streptomycine pour prévenir les 
décès dus à l'infection à E. coli. De plus, une seule dose intramusculaire de phage 
s'est révélée plus efficace que des doses multiples d'antibiotiques (161). 
Leur seconde étude a prouvé qu'un cocktail de deux phages permettait de réduire 
l'apparition de résistance aux phages (voir section 2.4.3.3) par rapport à un phage 
utilisé seul (160). De plus, l'étude révèle avec succès la capacité d'un cocktail de 
différents phages à guérir une diarrhée à E. coli chez des veaux, des porcelets et des 
agneaux (160). Cette équipe a effectué un troisième essai en 1987 (162) dans lequel 
ils ont réussi à guérir une infection expérimentale à E. coli chez des veaux à l'aide 
d'une dose unique de phage (105 phages donnés oralement). L'étude démontre 
également une prévention d'infection en vaporisant une solution aqueuse de 102 
bactériophages dans la pièce hébergeant les veaux (162). 
Malgré l'avènement des antibiotiques, des centrés de recherches sur les 
bactériophages situés en Pologne et en Union Soviétique ont toutefois continué leurs 
études sur les phages. Ces recherches ont été publiées entre 1968 et 1999 et la 
plupart d'entre elles sont en polonais ou en russe. La revue de littérature écrite par 
Sulakvelidze et al. (144) fournit une description détaillée de ces essais cliniques. 
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2.4.3.2. Essais récents de thérapie par les phages 
Un résumé des expériences de thérapie par les phages sur les arumaux est 
présenté dans le tableau III .. Le phage peut être administré de plusieurs façons. La 
voie orale est très efficace contre les infections du tube digestif et les septicémies 
(42). Certains phages plus sensibles à l'acidité ont une viabilité très basse après le 
passage dans l'estomac. L'équipe de Ramesh (125) ont réussi à augmenter le taux de 
survie de leur phage en utilisant un tampon bicarbonate pour neutraliser l'acidité de 
l'estomac et Atterbury et al. (8) ont obtenu un résultat similaire en utilisant un 
tampon PBS contenant 30% w/v de carbonate de calcium. Une étude a également 
rapporté que des bactériophages pouvaient atteindre la circulation sanguine lorsque 
introduits par voie orale (42). Les phages peuvent également atteindre la circulation 
sanguine lorsque administrés par les voies intraveineuse, intrapéritonéale, 
intramusculaire, intranasale, intravaginale et intrautérine (42). 
Différents temps d'administration des bactériophages ont été évalués dans les 
études de thérapie phagiq~e. Des bactériophages utilisés de façon préventive lors de 
greffe de peau sur des cobayes ont empêché le développement d'une infection à 
Pseudomonas aeruginosa (141). Lors d'une étude effectuée en 2005, une équipe a 
réussi à protéger des poulets contre une infection expérimentale à Salmonella 
Typhimurium en administrant des bactériophages 7 jours avant l'inoculation par les 
bactéries pathogènes (148). L'administration simultanée de phages et d'agents 
infectieux lors d'une infection expérimentale (26, 70, 72, 97) ou l'utilisation 
thérapeutique de bactériophages une fois les premiers signes cliniques déclarés (12, 
17) se sont également avérés efficaces. De nombreuses études (8, 27, 48, 89) ont 
aussi démontré la capacité des bactériophages à diminuer la colonisation du système 
gastro-intestinal chez les poulets par des bactéries (Salmonella Typhimurium, 
Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes et Campylobacter jejuni). 
La thérapie par les phages entiers n'est pas la seule avenue de recherche 
impliqùant les bactériophages. Les endolysines, c'est-à-dire les enzymes codés et 
utilisés par les bactériophages pour briser la membrane bactérienne lors du 
( 
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relâchement des virions, sont particulièrement intéressants en raison de leurs effets 
antibactériens. En 2001, l'équipe de Fischetti a démontré l'efficacité de ce type 
d'enzyme (90). Une endolysine provenant d'un phage infectant Streptococcus 
pneumoniae a été testée sur des souches de S. pneumoniae d'origine commensale et 
sur des souches multi-résistantes aux antibiotiques. Une baisse d'au moins un log a 
été observée chez chacune des souches testées (90). Des études in vivo à l'aide d'un 
modèle murin de colonisation des muqueuses ont également été effectuées. Le 
nombre de S. pneumoniae chez les animaux soumis à un traitement pharyngien à la 
lysine a diminué à des niveaux indétectables (0 UFC par 10 J.lI de lavage nasal) alors 
qu'il a atteint 3 log de plus chez les contrôles traités avec du tampon seulement (90). 
Alors que les bactériophages ont habituellement un spectre d'hôte étroit, les 
endolysines de phage peuvent posséder un large spectre d'action. En 2007, l'équipe 
de Briers a isolé une endolysine d'un bactériophage de Pseudomonas aeruginosa qui 
a montré une activité contre B. subtilis, une bactérie à Gram positif (22). L'activité 
des endolysines touche aussi les bactéries qui sont en biofilm. Sass et Bierbaum 
(2007) ont isolé, d'un phage de S. aureus, une endolysine dont l'efficacité contre S. 
aureus n'était pas affectée par la présence de biofilms (129). 
Plusieurs équipes ont isolé et caractérisé des lysines (78, 163), alors que d'autres 
équipes travaillent déjà à utiliser ces. endolysines sur des modèles animaux (33, 49). 
L'équipe de Liu et al. (87) a utilisé les phages d'une manière différente; 26 phages 
infectant S. aureus ont été séquencés et ils en ont dérivé les séquences de 31 
protéines affectant la croissance de l'hôte lorsque exprimées chez S. aureus. L'étude 
des cibles de ces protéines a permis de trouver des nouvelles voies d'inhibition de la 
réplication de l'ADN et de la transcription. Ces données pourraient êtré utilisées 
pour fabriquer de nouveaux antibiotiques en utilisant les nouveaux modes d'action 
découverts chez les phages (87). 
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Tableau III : Essais récents de thérapie phagique chez les animaux 
Agent infectieux 
Salmonella Enteritidis 
Salmonella Typhimurium 
Salmonella Hader 
Résultats principaux (référence) 
L'administration orale de bactériophages réduit la colonisation des intestins 
de poulets de 2 à 4 log selon les phages (8). 
Salmonella Enteritidis PT4 Une inoculation simple de JOli phages réduit la colonisation de poulets par 
S. Enteritidis de 3.5 log (48). 
Campylobacter jejuni Le traitement aux phages a réduit la colonisation de poulets par C. jejuni de 
Salmonella Typhimurium 
Escherichia coli 
Escherichia coli 
Campylobacter jejuni 
Staphylococcus aureus 
Pseudomonas aeruginosa 
Enterococcus faecium 
résistant à la vancomycine 
Staphylococcus aureus 
0,5 à 5 log (89). 
L'utilisation d'un cocktail de bactériophage à titre préventif a réduit le 
nombre de S. Typhimurium chez des poulets infectés (148). 
Les bactériophages réduisent la mortalité due à une inoculation de E. coli 
dans le sac aérien de poulets. La protection ne se fait pas si les phages sont 
donnés dans l'eau (72). 
L'utilisation combinée de phages et d'enrotloxacin est plus efficace pour 
combattre l'aérosacculite chez le poulet que les deux traitements seuls (71). 
L'administration orale de phages de façon préventive ou thérapeutique 
réduit la colonisation de poulets par C. jejuni (154). 
97% des souris sont sauvées d'une dose fatale de S. aurells par une injection 
de 109 UFP d'un bactériophage.(26) 
L'administration orale de phages a permis d'obtenir un taux de survie de 
66,7% contre 0% pour le groupe non-traité lors d'une infection 
expérimentale à P. aeruginosa (157). 
Une injection de 3 X J08 UFP de phages permet de guérir toutes les souris 
souffrant d'une bactériémie à E. faecium (17). 
Une injection intra-péritonéale de phages a guéri 100% des souris d'une 
infection mortelle à S. aureus, alors que 100% des souris du groupe contrôle 
sont mortes (97). 
Souris Escherichia coli La tlore normale des souris utilisées est protégée contre l'action du phage 
malgré qu'elle soit constituée principalement de souches sensibles (36). 
Aliments Listeria monocytogenes Un bactériophage a éradiqué la contamination d'un fromage par L. 
monocytogenes (27). 
2.4.3.3. Difficultés liées à l'utilisation de phages 
Malgré leurs possibilités, l'utilisation des bactériophages fait face à plusieurs 
problèmes qui nuisent à la mise au point de traitement à base de bactériophage. 
L'une de ces difficultés est la' réponse du système immunitaire face aux 
bactériophages. En 1996, l'équipe de Merril et collaborateurs a injecté de façon 
intra-péritonéale 1011 UFP de bactériophages à des souris. Au bout de 7 heures, le 
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titre dans le sang avait diminué à 108 UFP. Après 48 heures, le titre était de 102 UFP 
et il a atteint des niveaux indétectables après 120 heures (102). Des études 
antérieures avec des souris gnotobiotiques avaient permis de déterminer que les 
bactériophages étaient éliminés de la circulation sanguine par le système 
réticuloendothélial (53). Des phages contre E. coli et S. Typhimurium dont le titre 
dans le sang demeurait plus constant une fois injectés dans l'animal ont été obtenus. 
Pour ce faire, ils ont mis au point une méthode de passages en série dans l'hôte afin 
de sélectionner pour les variants à persistance accrue dans le système (102). Ces 
variants présentaient une mutation au niveau de la protéine E de la capside qui les 
rendait moins susceptible d'être éliminés par le système réticuloendothélial (102). 
Ces phages se sont avérés aussi efficaces pour protéger les souris d'une infection 
expérimentale par la bactérie pathogène que les souches sauvages de phage (102). 
En ce qui a trait aux interactions entre le bactériophage et le système immunitaire 
acquis, les rapports sont encore contradictoires. Il est rapporté que certains phages 
sont très bien reconnus par le système immunitaire. Le phage <l>X174, par exemple, 
est utilisé afin de déterminer l'intensité d'une réponse immunitaire (37). L'équipe de 
Biswas (2002) a également testé l'immunogénicité de leur phage ENB6 et après trois 
injections du phage, les titres en IgO et en IgM avaient augmenté de 3800 fois et de 
5 fois respectivement (17). Deux injections subséquentes n'ont pas affecté le titre 
des anticorps. Malgré la hausse du titre en anticorps, aucun changement physique, ni 
réaction anaphylactique, ni élévation de la température corporelle et autres effets 
négatifs, n'ont été remarqués chez les souris (17). Dans un article publié en 2003, 
Merril et ses collaborateurs concluent que ce ne sont pas tous les phages qui agissent 
comme antigènes et ceci dépendrait plutôt de la structure protéique de la capside 
(103). 
Une autre limite généralement reconnue est l'apparition de résistance bactérienne 
aux phages. Cette résistance peut s'obtenir par recombinaison d'ADN (60) ou par 
mutation spontanée (59, 124). Le mécanisme de résistance peut varier. Dans certains 
cas, la résistance aux phages se manifeste par une inhibition de l'adhésion du phage 
à la bactérie hôte (59, 1 05, 124) ou à travers un mécanisme qui interfère avec 
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l'injection de l'ADN viral dans 1 'hôte (38). Dans ses expériences de thérapie par les 
phages, H. Williams Smith et ses .collaborateurs (160-162) ont noté l'apparition de 
bactéries résistants, mais celles-ci étaient moins virulentes que les souches sauvages. 
Ceci a été corroboré par d'autres chercheurs, dont l'équipe de Loc Carillo (89), qui 
évaluait l'efficacité d'un traitement par les phages pour diminuer la colonisation de 
poulets par C. jejuni. Les souches résistantes qu'ils ont obtenues ne sont jamais 
devenues une population dominante dans les intestins de poulets et ce, même si le 
traitement aux phages était encore en cours (89). Toutefois, l'équipe de Barrow (12) 
a obtenu des bactéries à la fois résistantes aux bactériophages et virulentes lors de 
leurs essais de thérapie par les phages. 
La résistance aux phages peut être contournée de plusieurs façons. La méthode la 
plus utilisée dans la littérature consiste à administrer un cocktail de trois différents 
phages. Toro et ses collaborateurs (148) ont utilisé un cocktail de phages pour des 
études de thérapie par les phages dans le but avoué de diminuer les risques 
d'apparition d'une résistance. Au cours de ses études visant à déterminer le potentiel 
des phages à réduire la colonisation des poulets par C. jejuni, Wagenaar et son 
équipe (154) ont aussi utilisé un cocktail de phages et ont obtenu une efficacité plus 
élevée avec le cocktail de phages qu'avec les phages seuls. Williams Smith et ses 
collaborateurs (160) ont même réussi à réduire la population de bactéries résistantes 
à leur phage en utilisant un second phage dans leurs essais de thérapie par les 
phages. 
Un autre problème rencontré dans l'élaboration de thérapies basées sur les phages 
est la très grande spécificité des bactériophages. La plupart des phages sont 
spécifiques à une seule espèce de bactérie, et plusieurs phages ne tuent seulement 
que quelques souches à l'intérieur de l'espèce (103). Cela est un avantage au niveau 
intestinal puisqu'on épargne la flore normale du patient, ce qui réduit les risques 
d'une infection par un pathogène opportuniste, comme Clostridium difficile (103). 
Toutefois, cette particularité rend difficile le traitement du patient avant que l'agent 
causal ne soit identifié, ce qui peut prendre entre 48 et 72 heures (123). Une façon de 
diminuer l'importance de cette problématique est d'utiliser des cocktails de phages 
r 
'\ 
31 
couvrant un large spectre. C'est la technique utilisée par l'équipe de Chibani-
Chennoufi (36) qui, en choisissant un cocktail de 4 phages différents, a pu obtenir un 
effet létal maximal sur les E. coli entérotoxigéniques pathogènes tout en ayant le 
moins d'effet possible sur les E. coli non-pathogènes de la flore normale de la souris. 
Un autre moyen utilisé pour contrecarrer la spécificité des phages est la sélection de 
souches à spectre large. En 2002, Biswas et ses collaborateurs (17) ont testé de 
nombreux phages contre un éventail de souches avant de choisir leur phage pour le 
traitement contre Enterococcus faecium. Huff et ses collaborateurs (68-72) ont 
procédé de la même façon pour isoler le phage qui leur a servi dans une série 
d'études sur l'utilisation de bactériophages contre E. coli pour contrôler 
l'aérosacculite chez le poulet. 
3. Articles scientifiques 
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3.1. Characterization of new genes encoding for acquired 
bacitracin resistance in Clostridium perfringens 
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Abstract 
Phenotypic bacitracin resistance has been reported in Clostridium perfringens; however, the 
genes responsible for the resistance have not yet been characterized. Ninety-nine C. 
perfringens isolates recovered from the normal microflora of broilers and turkeys were 
typed and tested for phenotypic bacitracin resistance. Toxin type A was the dominant toxin 
type (98%)while onJy few type E were recovered (2%). Twenty-six of the 99 isoJates 
showed bacitracin resistance (MIC > 16 Ilg/ml) and the genes encoding for this resistance 
were characterized in C. perfringens cl261_A strain. MIC90 (>256 Ilg/ml) and MICso (6 
Ilg/ml) were identical for both turkey and chicken isolates. Plasmid profiling and 
hybridization analysis revealed that the novel bacitracin resistance genes bcrABD were 
located on a plasmid of approximately 13 kb. Sequence analysis and percentages of amino 
acid identity revealed a putative ABC transporter in C. perfringens c 1261_ A strain .. This 
study reports the discovery of novel genes encoding for a putative ABC transporter 
associated with high-level bacitracin resistance in C. perfringens isolates from turkeys and 
broiler chickens. 
C. ~:.' 
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Introduction 
Bacitracin is a polypeptides mixture synthesized by Bacillus licheniformis and sorne strains 
of Bacillus subtilis. It inhibits the cell wall synthesis by binding to the undecaprenyl 
pyrophosphate (UPP) and preventing its dephosphorylation, therefore blocking the recycling 
of UPP in undecaprenol monophosphate (UP), a lipid carrier implicated in the transport of 
peptidoglycan monomer units through the cytoplasmic membrane (31, 32). In humans, 
bacitracin can be used topically and has been proposed as an oral drug for the control of 
vancomycin-resistant enterococci (24). In the poultry industry, bacitracin is used for 
, 
prophylaxis, therapy and as a growth promoter in sorne countries (26). 
The most efficient mechanism of resistance to bacitracin is an ABC transporter which is 
responsible for the export of the bacitracin out of the bacteria. Such a transporter has been 
identified in B. licheniformis, B. subtilis, Enterococcus faecalis and Streptococcus mutans 
(5, 19,23,27,33). In E. faecalis, the genes encoding for the ABC transporter are located on 
a transferable plasmid (19) while the location is chromosomal in the other three species (5, 
23,27,33). 
Clostridium perfringens has been ranked by the Center for Disease Control (CDC) as one of 
the most common bacterial causes of food-borne illness in the United States (21). C 
perfringens is also associated with necrotic enteritis in poultry and enterotoxemia in many 
other animal species (29). Isolates of animal origin constitute a risk for transmission to 
humans through the food chain. This pathogen is also classified as a class-B bioterrorism 
agent by the CDC because of its epsilon toxin. The virulence of C perfringens is largely 
due to its toxin-producing abilities. To date, 17 C perfringens toxins have been reported 
( 
( 
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(29); however, each individual C. perfringens isolate produces only a subset of these toxins. 
A classification based on the production of four major toxins (alpha, beta, epsilon, and iota) 
divides the C. perfringens into five toxigenic types (A to E). Other toxins, like p2- or 
enterotoxin, are foimd in several toxigenic types and may contribute to disease (29). For the 
past two decades, at least 10-20 human outbreaks have been reported annually in the U.S., 
and it is probable that many ofthem go unreported because samples are not tested routinely. 
CDC estimates that about 10,000 actual cases occur annually in the u.s. 
Clostridium perfringens studies on bacitracin resistance in North America have shown high 
level of phenotypic resistance in isolates of poultry origin (7, 36). However, the genes 
responsible for the resistance have not yet been identified. In this study, we report the 
discovery of novel genes encoding for a putative ABC transporter and a regulatory protein 
associated with high-Ievel of bacitracin resistance in C. perfringens isolates from turkeys 
and broiler chickens. 
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Materials and methods 
Bacterial isolates 
A total of 99 isolates of Clostridium perfringens were recovered from chicken and turkey 
caeca taken in 5 processing plants (4 chickens and 1 turkey) located in the province of 
Quebec, Canada. The contents of the caeca were cultured in cooked meat broth (PML, 
Québec, Canada) for 48 hours in anaerobic conditions at 35°C. Ten p.l were then plated on 
anaerobic blood agar supplemented with gentamicin (PML) and incubated for 24 hours 
under anaerobic conditions. Colonies with a typical double zone of hemolysis were 
subcultured for purity on blood agar. Gram staining was performed on every isolate and 
cultures with Gram-positive square-ended rods were selected for PCR identification and 
genotyping. 
PCR identification and genotyping 
Identification and genotyping was performed with a multiplex PCR that allows the detection 
of the toxins genes cpa (alpha), cpb (beta), etx (epsilon), iA (iota), cpb2 (~2- toxin) and cpe 
(enterotoxin) of C. perfringens. Primers and conditions were used as previously described 
(10) with slight modifications to allow smaller sample and reaction volumes. Briefly, DNA 
extraction was performed with the Chelex 100 (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada) 
ebullition method where many loops of pure colonies of our isolates were mixed with 10% 
Chelex then boiled for twenty minutes (35). The supematant contains the DNA used for the 
multiplex PCR. Each PCR reaction was constituted of: 2.5 p.l of 10X PCR Buffer 
(Amersham Biosciences, Québec, Canada), 1.5 U of Taq DNA polymerase (Amersham 
Biosciences, Québec, Canada) and primer sets for cpa, cpb, etx, iA, cpe, and cpb2. DNA 
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amplification reactions were carried out using a Whatman Biometra thermocycler (Montreal 
Biotech Inc, Québec, Canada) with the following 35 cycles of 20 sec at 94°C, 20 sec at 
55°C and 40 sec at 72°C with a hot start of 5 min at 94°C and a final e1ongation time of 5 
min at 72°C. For visualization of PCR products, 5 !lI of the amplicon were subjected to 
electrophoresis in 1 % agarose gel stained with ethidium bromide. A ladder 100 bp (TrackIt, 
Invitrogen, Ontario, Canada) was used as the marker. C. perfringens type E with the 
enterotoxin gene (cpe) (AHL#155, positive for cpa, iA, cpe and cpb2 genes) and C. 
perfringens type B (AHL# 156, positive for cpa, cpb and etx genes) were used as positive 
controls (7). 
Bacitracin susceptibility testing 
Phenotypic bacitracin minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined using 
the Etest (AB BIODISK, Solna, Sweden) according to the manufacturer's instructions. 
Preliminary tests indicated that an inoculum size of 105 CFU/ml allowed the growth of a 
lawn of well-developed colonies and an easily permitted discernment of growth inhibition 
by bacitracin. Consequently, an inoculum of 105 CFU/ml was used for evaluation of 
bacitracin susceptibilities. Stock cultures were thawed on blood agar plate and incubated for 
24 h in anaerobic conditions. Colonies were randomly selected, combined and then diluted 
in brucella broth to yield concentrations of 105 CFU/ml. C perfringens suspensions were 
spread with a cotton swab on a brucella blood agar plate. After the surface of the inoculated 
plate had completely dried, a bacitracin Etest strip was placed on the surface according to 
the manufacturer's instructions. Agar plates were then incubated at 35°C in anaerobic 
conditions for 48h with a first reading at 24h and a second reading at 48h. At both times, 
colonies could be detected and MICs were read by determining where the zone of growth 
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inhibition intersected the MIC scale on the strip. Staphyloeoeeus aureus A TCC 29213 was 
used as quality control. The concentrations that inhibit growth of at least 50% and 90% of 
the isolates tested were calculated as MIC50 and MIC9o, respectively. 
Detection of bacitracin resistance genes and sequencing 
The ber operon sequencing was perfonned on a bacitracin resistant C. perfringens strain 
c _1261 A isolated from a turkey ceacum using the primer walking technique. Primers for the 
bcrR and berB genes (Table 1) were both designed based on the Enteroeoeeus faeealis 
sequences ofthese genes (19). Both berR and berB genes were detected by PCR (Biometra) 
in C. perfringens strain c _1261 A. Amplicons were purified by Qiaquick PCR purification 
kit (Qiagen, Missisauga, Canada), sequenced on an ABI PRISM 310 (Applied Biosystems), 
and results were used for primer walking. Briefly, the targeted sequences were further 
divided in different section steps for which primer pairs were designed for PCR and 
sequencing (Table 1). Each section was amplified using a Whatman Biometra thennocycler 
(Montreal Biotech Inc, Québec, Canada) with the following 35 cycles of 10 sec. at 94°C, 10 
sec. at 50°C and 30 sec. at 72°C with a hot start of 5 min at 94°C and a final elongation time 
of 5 min at 72°C; and each amplicons were purified and sequenced. Sequence alignement 
was perfonned using BioEdit Sequence Alignement Editor (Ibis Biosciences) and sequence 
analysis was done with the programs BLASTN and BLASP (National Center for 
Biotechnology Infonnation, Los Alamos, New Mexico). The GeneMark.hmm software was 
used to locate the gene boundaries (18). 
Plasmid analysis 
Plasmid DNA of the bacitracin resisfant C. perfringens strain c _1261 A was purified by an 
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alkaline lysis method using a plasmid midi-kit (Qiagen, Missisauga, Canada) with the 
addition of 5 j..tg/ml of lysosyme in the resuspension buffer before incubation at 35°C for 30 
min. The plasmid DNA was visualized on a 1 % agarose gel after an electrophoresis of 40 
min at 100 V/cm. The plasmid bands sizes were determined using the software IDscan EX 
3.01 (BD Biosciences Biolmaging) of the Gel Doc 2000 (Bio Rad, Missisauga, Canada) by 
reference to plasmids of known band sizes (Bac-Tracker Supercoiled DNA ladder, 
Epicentre Biotechnologies). 
Southern hybridization analysis 
The plasmid DNA was transferred to positively charged nylon membranes (Roche 
Diagnostics) using a Vacuum Blotter Modei 785 (Bio-Rad, Missisauga, Canada). 
Amplicons of bcrR and bcrB genes were used as hybridization probes. The PCR products 
were Iabelled with 50 j..tCi deoxycytidine S'-triphosphate (alpha-32P) (PerkinElmer, 
Waltham, Canada) using Ready-To-Go DNA labelling beads (GE Healthcare, Missisauga, 
Canada) according to the manufacturer's instructions. The hybridization was performed as 
previously described (Il) with slight modifications. The nylon membranes were placed in 
the hybridization buffer (3X SSC, 10X Denhart solution, 1 % heat-denatured DNA sodium 
salt from salmon testes and 0,01% SDS) for 2h at 65°C under constant agitation. The 
membranes were then transferred into fresh hybridization solution containing the heat-
denatured, labelled probe. The hybridization was performed ovemight at 65°C under 
agitation, and then the membranes were washed three times with a washing solution (3X 
SSC and 0,1% SDS) at 65°C for 30 min. The membranes were air-dried and placed on a X-
ray film (Bioflex® Econo Film, Clonex corporation) at -80°C for 24 hours before 
development. 
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Results 
C. perfringens genotyping 
Ninety-nine field isolates of C. perfringens were recovered from the caeca of turkeys (81 
isolates) and chickens (18 isolates). Isolation rates of C. perfringens from caeca samples 
were 66% for turkeys and 30% for broilers. Of those 99 field iso1ates, genotyping results 
revealed that 96 were of type A (alpha toxin) and 3 were of type E (alpha and iota toxins). 
The epb2 gene (P2- toxin) was observed in Il isolates, while the epe gene (enterotoxin) was 
not recovered. Figure 1 illustrates the different genotypes observed in this study. 
BacÏtracÏn resistance 
Of the 99 field isolates of C. perfringens, 26 of those showed bacitracin resistance (19 and 7 
ofturkey and chicken origin, respectively); while the remaining 73 isolates were susceptible 
to bacitracin with MICs ranging from 0.75 J.lg/ml to 16 Ilglml (Table 2). The resistant 
isolates demonstrated high level of resistance to bacitracin by their elevated MIC results (> 
256 J.lg/ml). C. perfringens chicken isolates showed higher bacitracin resistance (38.9%) 
compared to the ones observed in turkey isolates (23.5%). MIC90 was calculated at > 256 
J.lglml and MICso was calculated at 6 J.lg/ml for both turkey and chicken 'c. perfringens 
isolates. Bacitracin resistance breakpoint was set at >16 J.lg/ml according to a previous study 
by Chalmers et al (7). 
Sequence analysis 
IF \' 
Putative bacitracin resistance genes were sequenced using PCR amplification with walking 
primers. The primers were designed based on the sequence of the E. faeealis ber ABD 
r ~> 
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operon. With the use of the GeneMark.hmm software pro gram, it was found that the 
putative bacitracin resistance genes were contiguous on a DNA fragment of 4486 pb with 
four open reading frames (ORPs) that were oriented in the same direction and were 
designated bcrR (621 pb), bcrA (702 pb), bcrB (527 pb), and bcrD (740 pb) based on 
sequence homology with bacitracin resistance genes identified in E faecalis (19) (Fig. 2). 
Using BLASTN, the complete DNA fragment showed 88% nuc1eotides homology to the E 
faecalis plasmid PJMOI. 
The bcrD gene encodes for a putative 245 amino acid protein with an estiniated molecular 
weight of 27 kDa. The amino acid sequence of BcrD was found to have 86% identity and 
91 % similarity to the BcrD prote in discovered in E faecalis which is a putative 
undecaprenol kinase implicated in bacitracin resistance (4, 12). Identities between 60 % and 
75 % with undecaprenol pyrophosphate phosphatase of Eubacterium ventriosum, 
Coprococcus eutactus, and Clostridium thermocel/um were also found for the BcrD prote in 
of C perfringens c1261_A. BcrB, a 175 amino acid putative protein with an estimated 
molecular weight of 19 kDa, shared 83% identity and 87% similarity to the Efaecalis BcrB 
prote in with a membrane-spanning domain. BcrB also showed identity (between 35% and 
40%) to a number ofpermeases assàciated with ABC transporters. BcrA is a 233 amino acid 
putative prote in with an estimated molecular weight of 26 kDa. It has 62% identity and 72% 
similarity to the E faecalis BcrA protein with an ATP-binding do main and also showed 
identity (between 40% and 45%) to other ATP binding proteins of ABC transporters. The 
complete amino acid sequences of BcrA and BcrB are predicted to be a homodimeric ABC 
transporter similar to the one recently described by Manson et al. (2004). The complete 206 
amino acid sequence of BcrR contained a xenobiotic response element (XRE) conserved 
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domain of the transcriptional regulators family from residue 2 to residue 55. BcrR shared 
(, 69% identity and 80% similarity to E. faecalis BcrR which is suspected to act as a sensor 
and a transducer of bacitracin availability and its molecular weight is estimated at 23 kDa. 
Plasmid and hybridization analysis 
Plasmid extraction and analysis of C perfringens isolate c1261_A showed 6 bands with 
molecular weights of approximately 3kb, 3.5kb, 6kb, 7.5kb, 13kb and 90 kb (Fig. 3A). 
Southern blotting and hybridization experiments with bcrB and bcrR probes showed 
hybridization between these probes apd only one band corresponding to a 13kb plasmid 
band (Fig. 3B and 3C). Control experiments showed no cross-hybridization between probes 
(results not shown). 
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Discussion 
While bacitracin resistance has been reported in the past in C. perfringens, no genes have 
been associated with the resistance (7, 36). A culture 'collection of C. perfringens originating 
from turkey and chicken intestinal tracts was set up and each isolate were typed before their 
susceptibilities to bacitracin were determined. Ninety-nine field isolates of C. pérfringens 
were recovered from the caeca of turkeys (81) and chickens (18). Isolation rates of C. 
perfringens from caeca samples were 66% for turkeys and 30% for broilers. Our C. 
perfringens isolation rates were higher for turkeys than for chicken isolates. This is in 
agreement with a previous study (7) which demonstrated that C. perfringens isolation was 
more difficult after the chickens reached 22 days of age due to modifications of their 
intestinal fiora. The fact that sorne birds might have been fed a bacitracin supplemented diet 
could have contributed to a lower isolation rate, as it has been proved that bacitracin reduces 
the count of C. perfringens in the caeca of the treated birds (9). Most of the isolates 
recovered in our study were of type A, which is also concordant with data previously 
published (7, 30). No cpe genes, encoding for the enterotoxin, were found in this study and 
previous work has shown that fewer than 5% of C. perfringens isolates harbour the cpe gene 
(15, 20, 34). Recently, Crespo et al. (8) found only one isolate out of 31 C. perfringens 
isolates that had the enterotoxin gene while Chalmers et a/.(7) found no cpe gene in their 
study where they investigated 298 isolates of C. perfringens from chickens. 
The phenotypic bacitracin resistance level of the poultry isolates was 26% which is lower 
than the one that has been reported by others that looked at Canadian isolates of C. 
perfringens (7). Based on broth microdilution MIC distributions, the previously reported 
study (7) revealed 95% bacitracin resistance with a 16 Ilg/ml breakpoint in C. perfringens 
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isolates. Differences between results can be explained by the type of method used to 
determine the MICs. In fact, Benning and Mathers (3) have shown a difference between the 
agar dilution method and the broth' microdilution method in testing for antimicrobial 
susceptibility of C. perfringens to bacitracin and tylosin. This difference can reach 2 
dilutions for bacitracin. They concluded that the agar dilution method was preferable over 
the broth dilution method for bacitracin susceptibility testing for C. perfril1gens (3). The 
Etest method we used is more similar to the agar dilution test than the broth microdilution 
method; therefore it can explain the differences in results observed between the two studies. 
In order to elucidate the genetic basis for bacitracin resistance in C. perfringens, we chose to 
study the bacitracin resistant (MIC >256 J,!g/ml) C. perfringens strain c_1261A of poultry 
origin recovered in this study. We report here for the first time the identification and 
characterization of novel genes associated with bacitracin resistance in C. perfringens. The 
high level of amino acid homology between the products encoded by the novel genes and 
proteins implicaied in ABC transporter suggest that the novel genes identified in this study 
encode for an ABC transporter. This is further consolidated by the high level of bacitracin 
MICs (>256 J,!g/ml) observed in the resistant isolates recovered in this study. Reports in the 
literature suggest that the level of bacitracin resistance given by the ABC transporter is 
higher than the one given by any other mechanisms (4, 5), such as overproduction of UP 
kinase (6) or the overproduction ofUPP phosphatase (5, 12). 
The putative ABC transporter identified in this study seems genetically closer to the 
acquired plasmid-borne ABC transporter described by Manson et al. (19) in E. faecalis than 
the ABC transporters described for B. licheniformis, B. subtilis and S. mutans (5, 23, 33). 
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Like the E. faeealis ABC transporter, the C. perfringens c1261_A putative transporter is 
located on a plasmid and is potentially regulated by a single protein which contains a XRE 
domain with homology to the E. faeealis regulator, BcrR. In aU other bacitracin efflux ABC 
transporters described to date, such as B. lieheniformis and B. subtilis, regulation is 
performed by a two-component system of a sensor kinase and a response regulator localized 
on an operon on the chromosome .. The XRE family of transcriptional regulators contains 
regulators involved in stress responses in bacteria (17) as weIl as in bacitracin resistance in 
E. faeealis (19). However, there are sorne differences between the two sets of genes. The C. 
perfringens berB and berA are smaller than their E. faeealis counterparts (berB is 220 bp 
shorter and berA is 225 bp shorter). The distance between the berA and the berB genes is 
larger in C. perfringens (441 bp versus -7 bp in E. faeealis). 
Plasmid and hybridization analysis were used to further investigate the location of the berB 
and bcrR genes. Both ber probes hybridized to a band of approximatively 13 kb, 
demonstrating that the ber genes are plasmid borne in the C. perfringens cc 1261_ A. In aIl 
other bacterial genera, except for E. faeealis (19), bacitracin were found to be encoded by 
the chromosome (5, 23, 33). In C. perfringens, plasmids have been associated with toxins 
production (13, 25) and antibiotic resistance, mainly tetracycline (1, 2). The ~-, ~2-, €- and t-
toxins are known to be localized on large plasmids (55-140 kb) (14, 16, 25). The tep region 
of the pCW3 plasmid associated with tetracycline resistance was shown to be essential for 
the conjugative transfer of the plasmid (2). This locus has been identified in CPE plasmids 
and ~-, €- and t- plasmids (2, 22, 28). The E. faeealis berABD operon has been shown to be 
present on a conjugative plasmid(19). It is possible that the new C. perfringens berA, B, D 
and R genes could be transferable by conjugation to bacitracin sensitive C. perfringens 
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isolates but this hypothesis demands further investigations. 
("' . . ,
In conclusion, in this study, we report for the first time the identification and 
characterization of genes associated with acquired b~citracin resistance in C perfringens 
strain cc _1261 A of pouitry origin. Zinc bacitracin is used in North American poultry 
production. The use of this compound has likely selected for C perfringens strains encoding 
for bacitracin resistance genes. The fact that transferable bacitracin resistance genes have 
been described in E. faecalis and that these genes have high homologies with the novel 
genes described in this study, we speculate a common origin for the bacitracin resistance 
genes between the two genuses. Further investigations are needed to determine the role of 
each gene, their transferability and how widespread these genes are in Clostridium strains 
and species from different origins. 
r' \' ' 
r' \,: 
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Table 2. MICso, MIC90 and percentages of bacitracin resistance build on MIC 
distributions of C. perfringens isolates from turkeys and chicken broilers. 
MIe 90 b Number of isolates with a MIe (l1g/ml) of 
Origi~(·) and 
MIe 50 b 0.75 1 2 3 4 6 8 12 16 > 256 
(Ilg/ml) 
Turkey > 256 
12 16 10 Il 3 7 3 19 (81) 6 
Chicken 5 7 > 256 
(18) 6 
a Numbers of isolates 
b Indicates the concentration where growth is inhibited in 50% and 90% of the strains. 
The verticalline indicates the bacitracin breakpoint of 16 Jlg/ml. 
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Figure 1. Representative genotypes of C. perfringens recovered in tbis study. 
A 1 2 3 B 1 2 :3 
- etx -cpb2 
600- . -cpb2 
- iA 500-
-
iA 
400-
- cpa 
- cpa 
300-
200-
-cpe 
-cpb 
Agarose gel of C. perfringens PCR genotyping. (A) Lane 1, molecular size standard (in pair 
of bases, Invitrogen); lane 2, C. perfringens control AHL #156 strain (genes cpa, cpb and 
etx); lane 3, C. perfringens control AHL #155 strain (genes cpa, cpb2, iA and cpe). (B) 
Lane 1, C. perfringens type A isolate; lane 2, C. perfringens type A cpb2 positive; lane 3, C. 
perfringens type E cpb2 positive. 
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Figure 2. Comparison between Enterococcus faecalis operon hcrABD and C. 
perfringens putative operon hcrABD. 
E. f."lec."lJis AR01/DCVS 
% of mnino acid identity 
c. perfrillgells c1261_A 
1 
o 
1 
2 
1 
3 
1 
4 
1 
5 k.t: 
Organization of C. perfringens c1261_A resistance genes bcrA, bcrB, bcrD, and bcrR and 
comparison with bcrABD operon of E. faecalis AROl/DCVS. Open arrows indicates ORFs. 
The amino acid percentages indicated relate to the identity between the amino acid 
sequences of the proteins encoded by the ORFs between the two operons. 
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Figure 3. Plasmid profiling and hybridization of undigested plasmid DNA of the 
bacitracin resistant C. perfringens strain c1261_A. 
A 2 
165-
55-
33_ 
28-
Hon. - -13 kb 
m.lIkel -
DHA 
8-
Agarose gel of C. perfringens strain c 1261_ A plasmids (A). Southern blot of C. perfringens 
isolate c1261_A plasmids probed with bcrB (B). Southern blot of C. perfringens isolate 
c1261_A plasmids probed with bcrR (C). Lane l, molecular weight standard (in kilobases, 
Epicentre biotechnologies); Lane 2, C. perfringens isolate c1261_A plasmids. Sizes (in 
kilobases) are indicated on the left. 
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Abstract 
Clostridium perfringens can be a pathogen as weIl as an inhabitant of the normal intestinal 
flora in both humans and animaIs. In this study, 156 C perfringens isolates were collected 
from chicken and turkey caeca. Multiplex PCR toxin typing revealed a majority of C 
perfringens type A isolates (96%), sorne type C (0.6%) and type E (3.2%). The cpb2 gene, 
encoding for the beta2 toxin, was detected in 20 isolates (12.8%) while no cpe gene, 
encoding for the CPE enterotoxin, was detected. Two bacteriophages, phage <1>2084 and 
phage <1>2450, with in vitro lytic activity against C perfringens poultry isolates were 
recovered from wooden litter and chicken intestinal tract. Out of 156 C perfringens isolates, 
phage <1>2084 lysed 25 isolates (16%) while phage <1>2450 lysed 33 isolates (21%). A 
cocktail made of these two bacteriophages with the previously characterized bacteriophage 
<1>3626 was able to lyse 55 isolates (35%). Electronic transmission microscopy experiments 
revealed that the phage <1>2084 belongs to the Siphoviridae family of the Caudovirales 
order. This is, to our knowledge, the first report on a bacteriophage cocktail against C 
perfringens. 
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Introduction 
Bacteriophages are prokaryotic viruses that cannot invade eukaryotic ceUs. They are 
ubiquitous in the environment. Lytic bacteriophages have been tested as therapeutic or 
prophylaxis agents for treating bacterial infection in chickens (9, 17). They infect the ho st 
bacteria, multiply inside the cell and lyse it to rèlease new viruses. In order to maximize 
efficiency and to reduce risks of development of bacteriophages resistance, several different 
phages can be mixed and used as a cocktail (9, 17,20). 
Clostridium perfringens is associated with necrotic enteritis in poultry and enterotoxemia in 
many other animal species (16). Isolates of animal origin constitute a risk for transmission 
to humans through the food chain. C. perfringens has been ranked by the Centers for 
. 
Disease Control (CDC) as one of the most common bacterial causes of food-borne illness in 
the United States (13). The virulence of C. perfringens is 1argely due to its toxin-producing 
abilities. To date, 17 C. perfringens toxins have been reported (16); however, each 
individual C. perfringens isolate produces only a subset of these toxins. A classification 
based on the production of four major toxins (alpha, beta, epsilon, and iota) divides the C. 
perfringens into five toxigenic types (A to E). Other toxins, like p2- or entero-toxin, are 
found in several toxigenic types and may contribute to disease (16). CDC estimates that 
about 10,000 cases occur annually in the U.S. 
The goals of this study were to recover bacteriophages effective against C. perfringens 
isolates of poultry origin and to evaluate the in vitro lytic potential of each bacteriophage 
individually as weIl as in a cocktail. 
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Materials and methods 
(1 
Bacterial isolates 
A total of 156 isolates of Clostridium perfringens were recovered from chicken and turkey 
caeca taken in 5 processing plants (4 chickens and 1 turkey) located in the province of 
Quebec, Canada. The contents of the caeca were cultured in cooked meat broth (PML, 
Québec, Canada) for 48 ho urs in anaerobic conditions at 35°C. Ten J..lI were then p1ated on 
anaerobic blood agar supplemented with gentamicin (PML) and incubated for 24 ho urs 
under anaerobic conditions. Colonies with a typical double zone of hemolysis were 
subcultured for purity on blood agar. Gram staining was performed on every isolate and 
cultures with Gram-positive square ended rods were selected for PCR identification and 
genotyping. 
PCR identification and genotyping 
Identification and genotyping was performed with a multiplex PCR that allows the detection 
of the toxins genes cpa (alpha), cpb (beta), etx (epsilon), iA (iota), cpb2 (~2- toxin) and cpe 
(enterotoxin) of C. perfringens. Primers and conditions were used as previously described 
(7) with slight modifications to allow sm aller sample and reaction volumes. Briefly, DNA 
extraction was performed with the Chelex 100 (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada) 
ebullition method where many loops of pure colonies of our isolates were mixed with 10% 
Chelex then boiled for twenty minutes (21). The supematant contains the DNA used in the 
multiplex PCR. Each PCR reaction contains: 2.5 ~l of 10X PCR Buffer (Amersham 
Biosciences, Québec, Canada), 1.5 U of Taq DNA polymerase (Amersham Biosciences, 
Québec, Canada) and primer sets for cpa, cpb, etx, iA, cpe, and cpb2. DNA amplification 
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reactions were carried out using a Whatman Biometra thermocycler (Montreal Biotech Inc, 
Québec, Canada) with the following 35 cycles of 20 sec. at 94°C, 20 sec. at 55°C and 40 
sec. at 72°C with a hot start of 5 min at 4°C and a final elongation time of 5 min at 72°C. 
For visualization ofPCR products, 5 III of the amplicon were subjected to electrophoresis in 
1 % agarose gel stained with ethidium bromide. A ladder 100 bp (TrackIt, Invitrogen, 
Ontario, Canada) was used as the marker. C. perfringens type EE (AHL#155, positive for 
cpa, iA, cpe and cpb2 genes) and C. perfringens type B (AHL#156, positive for cpa, cpb 
and etx genes) were used as positive controls (4). 
Bacteriophages isolation 
Samples of wooden litter were collected from broiler farms and caeca samples were 
obtained from processing plants. Bacteriophages were isolated using a modified isolation 
technique described previously (15). A 100 g Htter sample was suspended in 500 ml ofTYB 
media (tryptone 15 g/L, yeast extract 10 g/L and NaCI 5g1L), mixed with bacterial culture of 
25 different C. perfringens isolates and incubated in anaerobic 'conditions for 24 hours at 
35°C. A 50 ml aliquot was centrifuged at 4000g for 30 min and the supernatant was filtered 
through a 0.22 Jlm filter. The filtrate was tested for plaques indicating the presence of lytic 
bacteriophages using the soft agar technique (11). High-titer (108 PFU/ml) bacteriophage 
solutions were made by inoculating a 10 ml tryptone yeast extract broth with 200 JlI of an 
overnight culture of its replication strain of C. perfringens until an OD of 0.1 was reached. 
The phage solution was mixed with bacterial culture and fresh media at a ratio of 1 :3:5 and 
incubated overnight under anaerobic conditions. The culture was then centrifuged and 
filtered with a 0.22 Jlm filter. Bacteriophage <1>3626 was characterized previously (22) and 
was kindly provided by Dr. Loessner of the Institute of Food Science and Nutrition in 
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Zurich. 
Lytic range determination 
Lysis tests were perforrned using the soft agar spot technique (19). Briefly, 4 ml of soft 
tryptone yeast extract agar was mixed with 1 ml of bacterial culture of the tested strain 
and poured on a tryptone yeast extract petri and allowed to cool. A 10 !lI aliquot of 
different dilutions (10° to 10-7) of the phage solution were dropped on the petri and 
allowed to be absorbed in the soft agar. The plates were incubated overnight in 
anaerobic conditions. Any plate showing c1ear plaque was considered positive, while a 
plate. without any plaque was considered negative. The bacteriophage cocktail was 
prepared by mixing equal volumes of each phage solution (<1>3626, <1>2450 and <1>2084) 
containing 108 PFU. 
Electron microscopy 
Transmission electronic microscopy was perforrned as previously described (5). Briefly, 
1.5 ml of phage lysate (108 to 109 PFU/ml) was centrifuged (24000 X g) at 4°C for lh 
and the supernatant was discarded. The concentrated lysate was diluted with 1ml of 
O.lM ammonium acetate and centrifuged again. The concentrated phage solution was 
mixed with 15 J-ll of staining solution (2% phosphotungstic acid + 0.01 % BSA) on a 
nickel Forrnvar-carbon-coated grid (Peleo international, Redding, USA). Excess 
solution was removed. The observations were made at 80 kv on a JEOL 1230 
transmission electronic microscope. 
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Results and discussion 
C. perfringens genotyping 
One hundred and fi ft y-six field isolates of C. per.fringens were recovered from the ceaca of 
turkeys (126 isolates) and chic kens (30 isolates). Isolation rates of C. perfringens from 
caeca samples were 66% for turkeys and 16% for broilers. Of those 156 field isolates, 150 
were of type A (alpha toxin), one was of type C (alpha and beta toxins) and five were of 
type E (alpha and iota toxins). The cpb2 gene (~2- toxin) was observed in 20 isolates, while 
no isolate contained the cpe gene (enterotoxin). Figure 1 shows the different genotypes 
observed in this study. Isolation rates were 10wer for chicken, which is consistent with the 
findings of Chalmers et al. (4). Their study found that isolation was more difficult after the 
chickens reached 22 days of age due to modifications of the intestinal flora. The majority of 
the isolates recovered in this study were of type A, which is also the dominant type in the 
environment (4, 16) as weIl as the predominant type causing necrotic enteritis in poultry 
(16). The cpb2 gene has been associated with increased virulence in animaIs (3), mainly 
piglets. The gene cpb2 has also been found in C. perfringens isolates recovered from 
healthy broiler chickens (4). In addition, a possible role of the ~2 toxin in sporadic diarrhoea 
in hum ans has been advanced by recent studies (6,8). The C. perfringens enterotoxin (CPE) 
is asso.ciated with food poisoning in hum ans (12), and its prevalence is limited in the 
environment. Previous work has shown that fewer than 5% of the isolates harbour the cpe 
gene (10, 12, 18). 
Isolation and lytic activities of bacteriophages 
Two lytic phages were isolated from the environment, <1>2084 from wooden litter provided 
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by a chicken farm and <1>2450 from chicken feces. Lytic tests results (Table 1) showed that 
phages <1>2084 and <1>2450 lysed respectively 16% and 21% of our isolates, while the· 
already characterized phage <1>3626 lysed 7.5%. The lytic spectrum for each phage was very 
specific, with only a handful of isolates being lysed by more than one phage. AlI phages 
produced clear plaques. The cocktail made with the three phages was able to lyse 35% of 
our isolates. The C. perfringens isolates c_2084A and c_2450A were used to propagate 
phages <1>2084 and <1>2450, respectively. High-titer stock cou1d be obtained for both phages, 
with the <1>2084 giving the best results with stock reaching 109 PFU/ml. The culture 
collection of C. perfringens of this study consisted mainly of isolates from healthy chickens 
and turkeys. However, four isolates were recovered from clinical cases of necrotic enteritis 
in chickens. These clinical isolates were aIl resistant to aIl phages avai1ab1e. A previous 
study using pulsed-field gel electrophoresis has shown that in necrotic enteritis cases, one 
dominant clone of C. perfringens takes over the other C. perfringens isolates (14). It wou1d 
be possible that the drop in diversity of clones of C. perfringens found during outbreaks of 
necrotic enteritis might explain the difficulty to recover lytic phages against commensal and 
élinical isolates of C. perfringens. The search for bacteriophages lytic against our clinical 
isolates is still ongoing. 
Little information is available on isolation of C. perfringens bacteriophages. In 2002, phage 
<1>3626 was isolated and characterized by Zimmer and al.(22). The phage had a 21 % lytic 
activity against their culture collection of C. perfringens. The difference between both 1ytic 
percentages might be explained by the origin of the isolates. Isolates of Zimmer et al. (22) 
were from various food sources and clinical human cases while the isolates in this study 
were recovered from the normal microflora of chickens and turkeys. This group also 
r;--
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identified a murein hydrolase from phage <1>3626 that was efficient against all tested C 
perfringens isolates (23). 
Electron microscopy 
Transmission electron inicroscopy (TEM) demonstrated that phage <1>2084 has an icosaedric 
capsid with a diameter of 58 ± 2nm (three particules were measured) with a long flexible 
noncontractile tail of 127 ± 3 nm (Fig. 2). It appears that <1>2084 is a member of the 
Siphoviridae family of the order Caudovirales (2). The Siphoviridae family is the most 
commonly isolated family of bacteriophages (1). The phage <1>3626 is also a member of the 
Siphoviridae family. Despite many attemps, it has not been possible to see phage <1>2450 by 
TEM; however, phage concentration procedure is underway to increase sensitivity of the 
TEM. 
In conclusion, two novel bacteriophages, <1>2084 and <1>2450, associated with lytic activities 
against C. perfringens field isolates of poultry origin were identified in this study. A 
cocktail of.those two phages with a previously characterized bacteriophage, <1>3626, lysed 
35% of our culture collection of C perfringens. Further investigations are underway to 
characterize these two new promising phages. . 
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Table 1. Lysis efficiency of C. perfringens bacteriophages 
f' '~ , 
Origin of the C. Phage <1>3626 Phage <1>2084 Phage <1>2450 Cocktail" 
perfringens isolates (%)b (%) (%) (%) 
Chicken 13.3 10.0 10.0 20.0 
Turkey 6.3 17.5 23.8 38.8 
Total 7.5 16.0 21.0 35.0 
a: The cocktail is an equal mixture of high-titer (108 PFU/ml) solutions of bacteriophages <1>2084, <1>2450 and 
<1>3626. 
b: percentages ofisolates lysed by the phage 
( 
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Figure 1. Representative genotypes of C. perfringens recovered in this study. 
A 1 2 3 B 1 2 3 4· 
- etx -cpb2 600- -cpb2 
- iA 500-
-
iA 
400-
- cpa 
-:- Cp:J 
300-
200-
- cpe 
- cpb -cpb 
Agarose gel of C perfringens PCR genotyping. (A) Lane 1, molecular size standard (in 
bases pairs, Invitrogen); lane 2, C perfringens control AHL #156 strain (genes cpa, cpb and 
etx); lane 3, C perfringens control AHL #155 strain (genes cpa, cpb2, iA and cpe). (B) 
Lane 1, C perfringens type A isolate; lane 2, C perfringens type A cpb2 positive; lane 3, C 
perfringens type E cpb2 positive; lane 4, C perfringens type C cpb2 positive. 
r, 
~; , 
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Figure 2. Electron microscopy image of phage (1)2084 
Transmission electronic microscope image of phage €l>2084 at a magnification of 200 000 
X. Scale bar = 50 nm. 
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Le projet de recherche a comme objectifs l'étude des détem1inants 
génétiques de la résistance à la bacitracine et l'évaluation in vitro du potentiel 
lytique de bactériophages contre les C. perfringens. Afin de réaliser ces objectifs, 
nous avons construit une banque de souches aviaires de C. perfringens. Notre choix 
s'est porté sur les isolats de la flore normale de poulets et de dindes en raison de la 
facilité de leur isolement en grand nombre et de l'importance de ces élevages au 
Québec et au Canada. Nous avons également recueilli des souches provenant de cas 
cliniques d'entérite nécrotique aviaire. 
L'isolement de C. perfringens à partir d'échantillons de portions intestinales 
de poulets et de dindes a été grandement facilité dans notre étude par 
l'enrichissement préliminaire dans du bouillon à la viande cuite (7). Nos essais 
préliminaires ont démontré que la quantité d'isolats récupérés était plus élevée lors 
d'un enrichissement de 48 heures par rapport à un isolement direct ou à un 
enrichissement de 24 heures. La méthode de sélection des isolats s'est également 
avérée très spécifique, car tous les isolats potentiels ont été identifiés comme étant 
du C. perfringens lors de la confirmation par multiplex PCR. Le taux d'isolement de 
C. perfringens était de 66% chez la dinde et de 16% chez le poulet. Lors d'une étude 
menée en 2007, Chalmers et al. (31) ont remarqué une baisse du nombre d'isolats de 
C. perfringens récupérés chez les poulets âgés de plus de 22 jours. Cette baisse serait 
attribuable à une modification de la flore microbienne intestinale et à l'usage 
possible de bacitracine dans certains élevages. 
Le typage par multiplex PCR a donné principalement des isolats de type A, 
ce qui concorde avec les données obtenues lors d'études précédentes portant sur la 
flore normale intestinale aviaire (31, 140). Parmi nos 156 souches, nous avons 
obtenu un isolat de type C et cinq isolats de type E. Le type C est retrouvé moins 
fréquemment que le type A chez la volaille, mais il est également associé à l'entérite 
nécrotique, bien que le rôle de la toxine p dans la maladie ne soit pas bien défini 
(138). Le type E n'est pas associé à une pathologie chez la volaille (140). Le gène 
cpe n'a pas été retrouvé chez nos isolats, ce qui s'explique par le faible taux de 
présence du gène, moins de 5%, dans les isolats récupérés de l'environnement (82, 
E ~ ... " 
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99, 138). Le gène cpb2, codant pour la toxine p2, a été retrouvé dans 13% des isolats 
(20 isolats). Bien que le gène cpb2 soit associé à une hausse de la virulence de C. 
perfringens chez les porcelets (23), aucun lien n'a encore été établi chez la volaille 
(31,41). D'ailleurs, le gène cpb2 n'a pas été retrouvé dans nos isolats issus de cas 
cliniques d'entérite nécrotique. 
Un manque de connaissance des facteurs de virulence associés à l'entérite 
nécrotique rend difficile la caractérisation des isolats. Des études utilisant la 
caractérisation par électrophorèse en champs pulsés ont démontré que certains 
clones prédominent lors d'épisodes d'entérite nécrotique (55, 110). Cependant, la 
toxine alpha, seule toxine létale de C. perfringens produite par les isolats de type A, 
ne semblerait pas impliquée dans la maladie. Des expériences effectuées à l'aide de 
mutants pic ont démontré que des souches ne produisant pas la toxine alpha 
pourraient néanmoins causer la maladie (79). D'autres études n'ont pu démontrer de 
corrélation entre le niveau de production de la toxine alpha et le développement de la 
maladie (66), ni de corrélation entre le niveau de production de la toxine alpha et la 
gravité des lésions intestinales chez les oiseaux malades (55). L'absence de facteurs 
de virulence connus associés à l'entérite nécrotique complique l'isolement de 
souches capables de causer la maladie. En effet, pour pouvoir obtenir des souches 
que l'on sait capables de causer la maladie, il faut attendre l'éclosion de cas 
cliniques. 
Pour les tests de susceptibilité à la bacitracine, 99 souches de C. perfringens 
ont été testées par la méthode Etest et 26 isolats, soit 26%, se sont avérées résistantes 
à la bacitracine. Ce chiffre atteint toutefois 38,9% si on considère seulement les 
échantillons provenant de poulets, alors que les échantillons de dindes atteignent un 
taux de résistance de 23,5%. Les isolats provenant de poulets ont démontré un plus 
haut pourcentage de résistance que les isolats provenant de dindes. Peu d'études ont 
comparé ainsi la résistance à la bacitracine chez des souches de C. perfringens 
provenant à la fois de poulets et de dindes. En 1997, Watkins et ses collaborateurs 
(158) ont effectué une telle étude et ont obtenu des CMI plus basses pour les isolats 
de dinde que pour ceux de poulet. Chez le poulet, les CMIso et CMI90 étaient de 256 
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Ilg/ml et de >256 Ilg/ml, alors que les mêmes CMI atteignaient respectivement 8 
Ilg/ml et 16 Ilg/ml chez la dinde. Cette différence pourrait possiblement s'expliquer 
par des régimes antibiotiques différents administrés à chaque espèce. Toutefois, à 
notre connaissance, il n'existe aucune publication tentant de démontrer un lien entre 
l'utilisation de la bacitracine à la ferme et le développement d'antibiorésistance 
envers la bacitracine chez des C. perfringens isolés de poulets ou de dindes. 
L'utilisation de bandelettes Etest pour déterminer la CMI à la bacitracine 
chez nos isolats s'est avérée une méthode à la fois simple, rapide et fiable. Toutefois, 
les comparaisons avec les données de la littérature sont plus difficiles à réaliser car 
les résultats de tests de résistance à la bacitracine chez C. perfringens peuvent varier 
selon la méthode utilisée. En 1999~ Benning et Mathers (13) ont observé une 
différence de 2 dilutions entre les résultats de CMI à la bacitracine déterminés selon 
la méthode de dilution en bouillon par rapport à la méthode de dilution en agar. 
Cette étude démontrait que la technique de dilution en agar était la plus appropriée 
pour évaluer le niveau de résistance à la bacitracine chez C. perfringens, car elle 
serait la méthode la moins susceptible à un biais (13). La technique Etest nous a 
semblé la plus appropriée en raison de sa simplicité et de sa similitude avec la 
technique de dilution en agar. Par contre, les dernières études mesurant le niveau de 
résistance phénotypique à la bacitracine chez des populations de C. perfringens de 
poulets ou de dindes (31, 74, 158) ont utilisé la technique de dilution en bouillon. 
Ceci expliquerait la différence entre le haut niveau de résistance à la bacitracine 
(95%) observé par Chalmers en 2007 (31) chez des souches de C. perfringens de 
poulet et celui observé lors de cette étude, soit 38,9%. 
L'absence de points limites déterminés par le «Clinical and Laboratory 
Standards lnstitute» (CLSI) vient également compliquer la comparaison avec les 
données publiées. La bacitracine n'étant que peu utilisée en médecine humaine, 
aucun point limite officiel n'est disponible, si bien que chaque étude peut fixer elle· 
même son propre point limite. Notre étude et celle de Chalmers et al. en 2007 (31) 
ont utilisé le même point limite, soit 16 Ilg/ml, afin de faciliter les comparaisons. 
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Le choix q.e la souche c 1261_ A pour déterminer les séquences des gènes de 
résistance envers la bacitracine s'est fait en raison de son haut niveau de résistance 
(> 256 J.!g/ml). L'identification de gènes de résistance à la bacitracine chez l'isolat 
c1261_A a été réalisée à l'aide de la technique de marche sur l'ADN (primer 
walking) en raison de l'homologie importante (88% d'homologie sur l'ensemble des 
gènes) entre nos gènes de résistance et l'opéron bcrABD d'E. faecalis. Ceci a permis 
d'utiliser des amorces PCR conçues pour E. faecalis et d'obtenir un amplicon à 
séquencer pour notre isolat. Cette technique peut toutefois s'appliquer de cette façon 
seulement si une homologie importante existe entre le matériel source et le matériel 
cible. Le séquençage des gènes bcrABD et bcrR de la souche c126l_A de C. 
perfringens a ensuite permis des recherches d'homologie avec les séquences 
connues pour déterminer les fonctions putatives des protéines codées par les gènes 
découverts. 
Les gènes bcrA et bcrB codent chacun pour une partie d'un transporteur 
ABC. Ce genre de transporteur est associé à la résistance à la bacitracine chez B. 
licheniformis (120), B. subtilis (15), S. mutans (149) et E. faecalis (96). Toutefois, 
chez B. licheniformis, B. subtilis, et S. mutans, l'opéron codant pour le transporteur 
est chromosomique alors qu'il est plasmidique chez E. faecalis. La localisation de 
l'opéron semble aussi avoir un effet sur la nature de la résistance. Lorsque l'opéron 
est chromosomique, la résistance à la bacitracine est naturelle et semble présente 
dans toutes les souches de la bactérie, alors que la résistance acquise serait localisée 
sur un plasmide et se présenterait de façon aléatoire dans les souches bactériennes. 
Nos résultats concordent avec ces données puisque la résistance à la bacitracine n'est 
pas présente dans toutes nos souches en plus d'être située sur un plasmide. Le gène 
bcrD code pour une phosphatase du undecaprenyl pyrophosphate. Cet enzyme est 
associé à la résistance à la bacitracine chez B. subtilis (14) et chez E. coli (62), mais 
à un niveau moindre que le transporteur ABC. Bien que les deux mécanismes soient 
différents et indépendants l'un de l'autre, ils sont situés l'un à côté de l'autre (la 
distance entre bcrB et bcrD est de 0 pb). Le gène bcrR, code pour une protéine 
régulatrice qui contient un domaine conservé « Xenobiotic Response Element» 
(XRE). Les protéines de la faIl1ille XRE sont pour la plupart peu caractérisées, mais 
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certaines ont été impliquées dans la réponse au stress (88) et dans la résistance à la 
bacitracine chez E. faeealis (96). 
Chez E. faeealis, l'opéron berABD codant pour le transporteur ABC ainsi 
que le régulateur bcrR sont situés sur un plasmide conjugatif d'environ 72 kb (96). 
Les gènes ber ABD et ber R découverts chez C. perfringens au cours de cette étude 
sont situés sur un plasmide d'environ 13 kb. Chez C. perfringens, les gènes codant 
pour les toxines bêta, bêta2, epsilon et iota sont tous situés sur des plasmides 
conjugatifs (10, 104, 130). Toutefois, la taille des plasmides portant les gènes de 
toxines varient entre 55 kb et Il Okb (77, 86, 116), ce qui exclut une association entre 
les gènes de toxines et les gènes de résistance à la bacitracine. Le plasmide 
conjugatif pCW3 de C. perfringens est connu pour porter des opérons de résistance à 
la tétracycline (10, 128, 137), mais sa taille connue de 43 kb suggère qu'il n'y a pas 
d'association avec les gènes de résistance à la bacitracine. En outre, la majorité de 
nos souches sont de type A, donc elle ne contiennent pas les plasmides codant pour 
les toxines bêta, bêta2, epsilon et iota. 
L'isolement de bactériophages lytique contre C. perfringens s'est effectué en 
parallèle avec la caractérisation des gènes de résistance à la bacitracine. Le choix de 
la méthode d'isolement utilisée s'est fait à partir d'essais préliminaires. Deux 
méthodes d'isolement de bactériophages à partir de l'environnement ont été testées 
(30, 36). La méthode d'enrichissement en bouillon se déroule ainsi: les matières 
fécales extraites de l'échantillon sont mélangées à du PBS et filtéres à travers une 
membrane de 0,22 Ilm, puis le filtrat est mélangé à une culture du 20 souches de C. 
perfringens et incubés à 35°C pendant 2 jours. Le mélange est alors centrifugé et 
filtré à nouveau à travers une membrane de 0,22 Ilm. Ce filtrat est conservé et utilisé 
lors des tests de lyse sur pétri. La méthode d'isolement direct consiste à mélanger les 
matières fécales à du PBS, à filtrer à travers une membrane de 0,22 ~ et à utiliser 
directement le filtrat dans les tests de lyse. Seule la méthode d'enrichissement en 
bouillon de C. perfringens a permis d'obtenir des phages efficaces contre nos 
souches de C. perfringens. Nous avons isolé deux phages prometteurs grâce à la 
méthode d'enrichissement, alors que la méthode d'isolement direct n'a donné aucun 
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phage pouvant lyser plus d'un isolat de C. perfringens. Aucun des phages à notre 
disposition n'a pu lyser les quatres souches cliniques que nous possédions. Même 
l'ajout des souches cliniques dans les bouillons d'enrichissement n'a pas permis 
d'obtenir un phage actif contre ces souches. La constitution d'une banque de 
souches cliniques plus élaborée permettrait possiblement de contrer cette 
problématique. 
La découverte de phages géants pouvant être retenus par un filtre de 0,22 J.lm 
(32) a entraîné la mise en place de tests supplémentaires pour la méthode 
d'isolement. Toutefois, la filtration des échantillons avec des filtres ayant des pores 
de 0,45 J.lm n'a jamais pu éliminer les contaminants, si bien que les filtres de 0,22 
!lm ont été utilisés pendant la totalité de l'étude. 
Nous avons isolé un phage de litière provenant d'un élevage de poulet et un 
second phage de matières fécales de poulet extraites de ceacums récupérés à 
l'abattoir. Aucun des échantillons n'avait d'anamnèse d'entérite nécrotique. Les 
échantillons de matières fécales provenant de poulets souffrant de cas cliniques 
d'entérite nécrotique n'ont pas permis d'isoler de phages efficaces contre nos isolats. 
La prévalence d'un clone dominant de C. perfringens lors d'entérite nécrotique (55, 
110) pourrait peut-être expliquer la difficulté à obtenir un phage doté d'un large 
spectre de lyse à partir de ces échantillons. Cependant, on se serait attendu à pouvoir 
isoler un· phage lytique contre les souches cliniques à partir d'échantillons de 
matières fécales provenant d'oiseaux cliniquement malades, alors que les 4 souches 
issues de cas cliniques se sont montrées résistantes à tous les phages isolés. Cette 
sélectivité des phages laisse à penser que l'utilisation des phages à titre préventif 
pourrait modifier l'équilibre entre les différents clones de C. perfringens et même 
causer des cas d'entérite nécrotique. Toutefois, nous n'avons trouvé aucune mention 
de cas d'entérite nécrotique liés à l'utilisation de facteurs de contrôle. L'éclosion 
d'épisodes d'entérite nécrotique semble davantage liée aux facteurs prédisposants 
(voir section 2.2.2) qu'à la modification de la flore bactérienne par un agent de 
contrôle. 
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Les tests de lyse sur pétri ont été effectués sur les 156 souches isolées 
précédemment. Le phage <1>2084 a lysé 10% des souches de poulets et 17,5% des 
souches de dindes. Le phage <1>2450 a lysé 10% des souches de poulets et 23,8% des 
souches de dindes. Le phage <1>3626 a été caractérisé par l'équipe de Zimmer en 
2002 (164). Toutefois, lors de leurs expériences, le taux de lyse du phage était de 
21 % alors qu'il est de 13,3% contre nos souches de poulets et 6,3% contre nos 
souches de dindes. Plusieurs explications sont possibles pour justifier cette 
différence. En premier lieu, la banque de souches de C. perfringens utilisée dans 
l'étude de 2002 est différente de celle que nous avons bâtie pour cette étude. Leur 
banque de souches contenait surtout des souches issues d'aliments et de cas 
cliniques humains, alors que la banque de cette étude contient des souches isolées de 
la flore normale de poulets et de dindes et quelques souches provenant de cas 
cliniques d'entérite nécrotique. Une seconde explication concerne la provenance du 
phage. Le phage <1>3626 a été isolé de la souche A TCC 3626 de C. perfringens, 
souche qui provenait à l'origine du contenu intestinal d'un agneau. Les phages 
<1>2084 et <1>2450 ont été respectivement isolés de litière prélevée dans un élevage de 
poulets et de matières fécales de poulets. Étant donné que la méthode d'isolement 
repose sur une amplification en bouillon dans des souches de C. perfringens 
d'origine aviaire, les phages isolés avec cette technique sont possiblement plus 
susceptibles de pouvoir se répliquer à l'intérieur de souches de C. perfringens 
d'origine aviaire que le phage <1>3626. 
Le spectre lytique de chacun de nos phages prIS individuellement ne 
permettait pas d'envisager de pousser l'utilisation d'un de ces phages dans un 
modèle in vivo. Toutefois, plusieurs études ont démontré que la formulation d'un 
cocktail à partir de plusieurs bactériophages différents permettait d'obtenir un 
spectre de lyse élargi (67, 89, 148, 154, 160). Par exemple, en 2007, Wagenaar et al. 
ont fait des essais de lyse avec des phages contre Salmonella Typhimurium et 
l'équipe a remarqué une hausse de la réduction des comptes de S. Typhimurium d'un 
facteur de 10 à un facteur de 30 lorsqu'il utilisait un cocktail de 2 phages au lieu 
d'un phage seul (154). Dans notré étude, la combinaison des trois phages <1>2084, 
<1>2450 et <1>3626 en un cocktail a permis d'obtenir un pourcentage de lyse de 35%, 
-,,:,1,. f: -" , 
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soit plus haut que n'importe quel phage pris individuellement. Comme certains 
phages lysaient les mêmes isolats, le spectre lytique du cocktail est légèrement plus 
bas que la somme des trois phages pris séparément. 
Notre collection de souches contient quatre souches provenant de cas 
cliniques d'entérite nécrotique. Toutefois, aucun de nos phages ne fut capable de 
lyser les souches d'origine clinique. Une étude utilisant le PFGE a démontré que les 
souches causant l'entérite nécrotique sont des clones différents de celles de la flore 
microbienne normale (110). La nature différente de ces souches pourrait expliquer 
l'inefficacité de nos phages contre elles. De multiples tentatives infructueuses 
d'isolement de phages à partir d'échantillons cliniques d'entérite nécrotique ont été 
faits. 
Les travaux décrits précédemment auront donc permis de recueillir et de 
caractériser une collection de 156 souches de C. perfringens provenant de poulets et 
de dindes. De plus, au cours de notre étude, de nouveaux gènes, bcrABD et bcrR, 
impliqués dans la résistance acquise à la bacitracine, ont été identifiés, deux 
nouveaux phages, <1>2084 et <1>2450, lytiques contre des souches de C. perfringens 
ont été isolés et finalement, un cocktail de bactériophages capables de lyser 35% de 
notre collection de souches a été élaboré. 
5. Conclusion 
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Ces travaux visaient à étudier en parallèle les mécanismes de résistance à la 
bacitracine et le développement d'alternatives aux antibiotiques dans le contrôle de 
C. perfringens chez la volaille. La bacitracine étant utilisée pour contrôler 
l'apparition de l'entérite nécrotique chez la volaille, une hausse de la résistance à la 
bacitracine pourrait entraîner des pertes importantes chez les producteurs de volaille. 
Des gènes codant pour deux mécanismes indépendants de résistance à la bacitracine 
ont été identifiés et séquencés pour la première fois chez un isolat de C. perfringens. 
À notre connaissance, il s'agit également de la première étude à faire mention de 
résistance phénotypique à la bacitracine chez des isolats québécois de C. 
perfringens. Des bactériophages ont été isolés de l'environnement et un cocktail 
capable de lyser 35% de notre banque de souches a été élaboré lors de cette étude. 
La caractérisation des gènes de résistance à la bacitracine, berABD et bcrR, 
découverts dans cette étude se poursuivra au laboratoire. Nous devons maintenant 
déterminer la fonctionnalité de ces gènes au niveau du phénotype de résistance à la 
bacitracine. Ceci pourra être' effectué en inactivant les gènes berA, berB, berD et 
ber R par mutagénèse dirigée et en étudiant les effets de ces mutations sur le 
phénotype des mutants. La mutation séparée de berD, de berA et berB permettrait 
aussi de vérifier la contribution de chaque mécanisme (transporteur ABC et 
surproduction de la phosphatase de undecaprenyl pyrophophate) au phénotype de 
résistance. Les études précédentes (15) tendent à démontrer que le transporteur ABC 
contribue à des CMI beaucoup plus élevées que la surproduction de la phosphatase. 
Le plasmide d'approximativement 13 kb contenant les gènes de résistance 
sera également caractérisé par séquençage au laboratoire. En effet, les gènes ber ABD 
et bcrR associés à la résistance envers la bacitracine n'occupent qu'environ 4,5 kb 
sur un plasmide dont la taille est estimée à 13 kb. Le séquençage du plasmide en 
entier permettrait de vérifier la présence d'autres gènes associés à l'antibiorésistance 
en dehors des gènes de résistance à la bacitracine. Des études de conjugaison 
permettraient aussi de vérifier si le plasmide peut se transférer à différentes souches 
de C. perfringens et possiblement à d'autres espèces ou gemes bactériens. Il serait 
également intéressant de vérifier si le plasmide contient la région tep qui est associé 
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à des plasmides conjugatifs chez C. perfringens (10). 
L'efficacité du cocktail de phage élaboré dans cette étude pourrait également 
être améliorée par l'ajout de phages supplémentaires. Ceci permettrait d'élargir 
encore davantage le spectre de lyse. Toutefois, l'obtention d'un plus grand nombre 
de souches de cas cliniques faciliterait l'isolement de phages actifs contre ces mêmes 
souches. À moyen terme, le cocktail de phages a suffisamment de potentiel pour 
envisager qu'il soit testé in vivo une fois qu'il sera complété et à long terme, la 
caractérisation des phages se retrouvant dans le cocktail permettra de s'assurer de 
l'innocuité des phages et d'approfondir nos connaissances sur la biologie des 
phages. Il sera intéressant de regarder à long terme les effets du cocktail de phages 
autres que la prévention de l'entérite nécrotique. 
La bacitracine est présentement utilisée au Canada dans certaines parties de 
l'industrie avicole. Il est normal d'envisager que son utilisation crée une pression de 
sélection sur les souches de C. perfringens résistantes à l'antibiotique. 
Éventuellement, les bactériophages pourraient possiblement être considérés en tant 
qu'alternative valable aux antibiotiques dans le contrôle et le traitement de l'entérite 
nécrotique chez la volaille. 
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